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Untersuchungen iiber den Blutzucker’. 


Untersuchungen iiber den sogenannten Eiwei8zucker im Blute. 


Von 
P. Rona und W. Fabiseh. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts, Charité, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 28. September 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 


Die heute weitaus am haufigsten gebrauchten Methoden zur Be- 
stimmung des Blutzuckers beruhen auf der Messung des Reduktions- 
vermégens im enteiweiBten Blute. Der immer wieder gemachte Einwand 
gegen dieses Prinzip ist, daB auBer der Glucose auch noch andere 
reduzierende Substanzen im Blute hierbei eine Rolle spielen. Die 
Menge der bekannten im normalen Blute vorhandenen reduzierenden 
Verbindungen ist jedoch anscheinend zu gering, um gegeniiber der 
Glucose ins Gewicht zu fallen. 

Andererseits haben aber auch in der letzten Zeit einzelne Autoren 
auBer der Glucose noch gréBere Mengen reduzierender Substanz im 
Blute gefunden (Bigwood und Wuillot®, Sjollema*). 

Wir besitzen nun in der von Rona und Nicolai gefundenen Eigen- 
schaft der Colibakterien, von den im normalen enteiweiBten mensch- 
lichen Blute vorhandenen Kérpern nur die Glucose anzugreifen, eine 
Moglichkeit, diese Frage auf direktem Wege nachzupriifen, d. h. gas- 
volumetrisch mit Hilfe der Warburgschen Apparatur die Menge des 
vergorenen Zuckers zu messen*, wahrend bisher im wesentlichen die 

! Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 C. r. soe. biol. 99, 347, 1928. Vgl. auch Bierry. ebenda 101, 20, 
544, 1929. 

8 Diese Zeitschr. 182, 453, 1927; 185, 355, 1928. 

* Es sei hier darauf hingewiesen, dai jede durch die Colibakterien 
aus der Glucose entstehende fixe Saure (also nicht nur die Milchsiure, 
sondern auch die Ameisenséure, Essigsiure, Bernsteinsiure. Vgl. hierzu 
Virtanen, Karstrém, Turpeinen, Die Naturwissenschaften 17, 877, 1929) 
CO, in dquivalenten Mengen aus dem Bicarbonat frei machen wird. 
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Reduktion des durch Hefe unvergirbaren Riickstandes bestimmt wurde 
oder, wie bei Sjollema, die Reduktionskraft des durch besonders 
praparierte Kohle von der Glucose befreiten Blutes. 


Methodik. 
Alle verwendeten Gegensténde aus Glas oder Porzellan werden mit 
warmer Bichromat-Schwefelsiure gereinigt und trocken sterilisiert. Alle 


iibrigen werden mit destilliertem Wasser gereinigt und durch Kochen in 
destilliertem Wasser sterilisiert. 

Einige Kubikzentimeter Blut werden mit einer Glasspritze beim 
Menschen aus der Vene entnommen und in ein Porzellantiegelchen aus- 
gespritzt. Je 1,00 ccm Blut wird mit einer 1-cem-MeBpipette in Zentrifugen- 
gliser iibergefiihrt, die 5,0ccm destilliertes Wasser enthalten, und mit 
dem Wasser durch mehrmaliges Aufziehen und Ausblasen gemischt. Dabei 
tritt Hamolyse ein. Dann werden in jedes Zentrifugenglas 3,9 ccm Liquor 
ferri oxydati dialysati (Merch) und 0,1 ccm gesattigte Magnesiumsulfat- 
lésung zugegeben und mit einem diinnen Glasstéibchen sehr griindlich 
mit dem verdiinnten Blute gemischt. 

Die Zentrifugengliser werden mit einem Gummifingerling verschlossen, 
in dessen Kuppe sich ein stecknadelkopfgro8es Loch befindet, fiir 10 Minuten 
in ein siedendes Wasserbad gesetzt und wahrend dieser Zeit noch einmal 
mit einem diinnen Glasstébchen umgeriihrt. Hierauf werden sie bei 3000 
bis 3500 Umdrehungen 10 Minuten zentrifugiert. Die itber dem Koagulum 
stehende Fliissigkeit ist vollkommen klar und nur ganz gering gelblich 
gefairbt. Sie darf weder Fe-Reaktion (mit Ammonrhodanid) noch Eiweib- 
reaktion (mit Sulfosalicylsiure) geben. Anderenfalls ist nochmals umzu- 
riihren und zu zentrifugieren. 

Zum Kontrollversuch werden 6,0 ccm destilliertes Wasser, 3,9 cem 
Liquor ferri oxydati dialysati (Merck) und 0,1 cem gesattigte Magnesium- 
sulfatlésung in gleicher Weise behandelt. 

Nach dem Zentrifugieren wird die Fliissigkeit durch Glaswolle gegossen. 
Man erhalt auf diese Weise etwa 5ccm Filtrat von jedem Zentrifugenglas, 
wovon lcem einer Blutmenge von 0,1 ccm entspricht. 

Zur Bestimmung der Gasmenge werden die GefaiBe von Nicolai! ver- 
wendet. Ibr Volumen lag fiir den vorliegenden Zweck am besten zwischen 
7 und 8,5cem. In den Hauptraum der GefaéBe kommt 1,00 ccm Filtrat 
und 0,5cem Ringer (20), in den kleineren Raum der GefaéBe 0,5 cem Coli- 
aufschwemmung in Ringer (20). Es werden hierzu in mehreren Passagen 
reingezitichtete Colistémme benutzt. Die verwendeten Schragagarkulturen 
sollen 18 bis 20 Stunden alt sein (Schragagarréhrchen, mit je 1 Ose Rein- 
kultur beimpft, so da®8 ein dichter Rasen entsteht). Kulturen, die alter 
als 24 Stunden sind, sind unbrauchbar, da sie zu Jangsam und unregelmaBig 
glykolysieren. Die Schragagarréhrchen werden unmittelbar vor dem 
Versuch aus dem Brutschrank entnommen, 14 Minute mit kaltem Wasser 
von aufBen kraftig bespiilt, um den Agar fester zu machen, und dann die 
Kolonien mit 2,5 bis 3,0 cem Ringer (20) pro Réhrchen durch Rollen zwischen 
den Handen abgeschwemmt. Die Bakterienaufschwemmung wird vor dem 
‘infiillen in die NicolaigefaiBe durch ein Wattefilter gegossen. 

Zur Bestimmung des Blutzuckers nach Hagedorn-Jensen wurde ebenfalls 
1,00 cem Filtrat verwendet, das in der iiblichen Weise mit der Kalium- 


1 Rona und Nicolai, diese Zeitschr. 172, 82, 212, 1926. 
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ferricyanidlésung 15 Minuten im Wasserbad gekocht wurde. Jedes Gefaib 
wurde mit destilliertem Wasser bis zu einer Gesamtmenge der Flitssigkeit 
von 14 ccm aufgefiillt, da Hagedorn und Jensen* angeben, daB eine Anderung 
der Fliissigkeitsmenge ungleiche Resultate bedinge. 

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse mit der EnteiweiBung nach 
Hagedorn-Jensen und der Enteiwei8ung mit Eisenhydroxyd zeigt folgender 
Versuch. 

EnteiweiBung nach Hagedorn-Jensen. 

0,10 cem Blut 0,103 mg Glucose 
0,101 ,, ” 
0,103 ,, ” 


EnteiweiBung mit Eisenhydroxyd. 

1,00 cem Filtrat 0,103 mg Glucose 
0,102 ,, ‘ 
0,103 ,, a 
(0,094) ,, 


Die mitgeteilten Glucosemengen sind Milligramm Glucose in 
100 cem Blut. Sie liegen fiir menschliche Blutzuckerwerte im Durch- 
schnitt etwas hoch, doch ist zu bedenken, daB es sich nicht um Niichtern- 
werte handelt. 

Es wurden zunichst einige orientierende Versuche angestellt. 





Glucose nach Hagedorn-Jensen Mit der Coli-Methode 


4. Mai 1929. 


114 115 
113 117,5 
113 119,5 
Mittel: 113 mg-% Mittel: 117 mg-% 
6. Mai 1929. 
110 (100) 
111 109 
109 117 
110 115 
Mittel: 110 mg-% Mittel: 118 mg-% 
7. Mai 1929. 
109 108 
108 111 
109 115 
103 110 


Mittel: 107,5 mg-% 


Mittel: 111 mg-% 





Die Versuche ergaben eine geniigende Ubereinstimmung in den 
mit den beiden Methoden gefundenen Werten. Daraufhin wurde 
in den folgenden Versuchen eine méglichst grofe Zahl Parallelen 


' Hagedorn und Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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angesetzt, um den Mittelwert und den mittleren Fehler zu_be- 
stimmen. 

An einem Versuch sei als Beispiel der Verlauf der Coliglykolyse 
und die Berechnung der CO,- und Glucosewerte in extenso wieder- 
gegeben. Der Ansatz des Versuches ist oben dargestellt. In das als 
Leerversuch dienende GefiB (GefiB Nr. 42) wurde statt 1,00cem 
des enteiweiBten Blutfiltrats 1,00ccm des Filtrats gegeben, das 
durch Behandlung von 6,0 ccm destillierten Wassers, 3,9 ccm Liquor 
ferri oxydati dialysati (Merck) und 0,1 ccm gesittigter Magnesium- 
sulfatlésung erhalten war (vgl. oben den Ansatz zum _ Kontroll- 
versuch). 


Berechnung des Mittelwertes und des mittleren Fehlers. 


(Zur Vereinfachung der Darstellung sind die Glucosewerte hier 
wie im folgenden als Milligrammprozente dargestellt, also mit 1000 
multipliziert. ) 


Versuch 1. Glucose mit Colimethode. 





Einzelwerte Einzelfehler Quadrate der Fehler 





99 3 9 rp 
99 3 9 J f of 13 
96.5 6 36 n(n — 1) 7,5 
101 1 1 Mittlerer Fehler + 1,3 mg-% 
106 4 16 — 13% des Mittelwertes 
103 1 1 
106 4 16 
104 , 3 4 
Mittel: 102 =f? = 
n(n —1)— 56 
Mittelwert: 102 + 1,8 mg-°,. 
Glucose nach Hagedorn-Jensen. 
Einzelwerte  Einzelfehler | Quadrate der Fehler 
108 2 4 ay, wa 57 
108 2 4 f t= 0,6 
106 0 0 n(n —1) 9,5 
106 0 0 Mittlerer Fehler + 0,6 mg-% 
106 0 0 0,6 °% des Mittelwertes 
109 3 9 
106 0 0 
104 2 4 
104 2 + 
103 3 9 
Mittel: 106 2 f? = 34 
n(n —1)— 90 


Mittelwert: 106 — 0,6 mg-°,. 
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Versuch 2. 8. V.1929. Glucose nach Hagedorn-Jensen. 
Einzelwerte Einzelfehler Quadrate der Fehler 
103 2 4 =, a 8.1 
101 0 0 J ~f. — — 1,25 
n(n — 1) 6,5 
103 2 4 Mittlerer Fehler = + 1,25mg-% 
103 2 4 Glucose = 1,25% des Mittel- 
94 7 49 wertes 
102 1 1 
103 2 4 
Mittel: 101 = f? = 66 
n(n — 1) = 42 M 
Mittelwert: 101 + 1,25 mg-°,. 
Glucose mit Colimethode. 
Einzelwerte Kinzelfehler | Quadrate der Fehler | a 
108 4 16 pr 13,7 
97,5 7 49 ) [ii =7 1,8 
, n(n — 1) 7,5 
102 2 4 | Mittlerer Fehler — + 1,8 mg-% 
111 7 49 | Glucose = 1,7 % des Mittelwertes 
102 2 4 
110 6 36 
106 2 4 
99 5 _+ 2 
Mittel: 104 2 f? = 187 
n(n—1)= 56 
Mittelwert: 104 + 1,8 mg-°%%. M 


Versuch 3. 


9. V.1929. Glucose nach Hagedorn-Jensen. 





Einzelwerte | Einzelfehler Quadrate der Fehler 


94 
92 
91 
92 
91 
93 
89 
92 
114 
94 


Mittel: 94 
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2,25 


te 


0 se poe 

J n(n —1) 9,5 
9 Mittlerer Fehler = + 2,25 mg-°, 
Glucose — 2,3 % des Mittelwertes 


2 f? = 456 
n(n—1)= 90 


Mittelwert: 94 + 2,25 mg-%. 
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Glucose mit Colimethode. 





Einzelwerte 


94,5 
99,0 
96,5 
99,5 
103,0 
98,0 
109,0 
_102,0 


Mittel : 100 


Einzelfehler 


now we HD 


to 


Versuch 4 


rp 


n(n—1)= 


Mittelwert: 100 + 


13. V. 1929. 


Quadrate der Fehler 


36 


on | 
mor 


~ 3 9 
J / oF om Of 
n(n — 1) 7,5 
Mittlerer Fehler — + 1,6 mg-% 
Glucose — 1,6 % des Mittelwertes 


1,6 mg-°,,. 


Glucose nach Hagedorn-Jensen. 





Einzelfehler 





Einzelwerte  Quadrate der Fehler 
98 2 4 rf 
; a4 
93 3 9 J n (n —- i) 
96 0 0 Mittlerer Fehler + 1mg-% 
93 3 i] Glucose = 1% des Gidewte 
93 3 9 
100 4 16 
93 3 9 
100 4 16 
96 0 0 
Mittel: 96 2 f? 72 
n(n—1) 72 
Mittelwert: 96 + 1,0 mg-°,. 
Glucose mit Colimethode. 
Einzelwerte Kinzelfebler Quadrate a Fe hler 
95 5 25 SA 8.6 
101 1 } =i 
n(n—1) 6,5 
97,5 2.5 6 | Mittlerer Fehler tL 1,3 mg-% 
99 1 1 Glucose = 1,3 %-des Mittelwertes 
102 2 4 
100 0 0 
106 6 36 
Mittel: 100 2 f? 73 
n(n—1) 42 
Mittelwert: 100 1,3 mg-%. 
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In den Versuchen vom 14. und 16. Mai zeigen sich auffallend groBe 
Differenzen zwischen den nach Hagedorn-Jensen und der Colimethode er- 
haltenen Mittelwerten, wobei die Werte der Colimethode hdéher liegen. 
Es ist das méglicherweise darauf zuriickzufiihren, daB die Bestimmung 
mit der Colimethode erst nach sechsstiindigem Stehen des Filtrats vor- 
genommen werden konnte. 


Wir geben hier nur die Mittelwerte der beiden Versuche an Glucose in 
Milligraramprozenten : 





14. V. 
16. V. 


Versuch 5. 


Hagedorn-Jensen 


107+ 1,2% 122 - 


108 - 0,6 % 120 4 


17. V. 1929. 


Colimethode 


r 1,5 % 


21% 


Oo 


Glucose nach Hagedorn-Jensen. 





Einzelwerte 


92 


[164] 
Mittel: 96 


Einzelfehler | Quadrate der Fehler | 
4 16 
1 1 
3 9 
3 9 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

=f? = 40 
n(n—1) = 72 


Mittelwert: 96 + 0,75 mg-°%. 


Glucose mit Colimethode. 


=P 6,3 2 

/ = OG: 

J n(n — 1) 8.5 15 
Mittlerer Fehler + ; 
Glucose — 0,8 % des Mittelwertes 


+ 0,75 mg-% 





Einzelwerte 


103 

96 
102 
111 
103 
105 
107 


Mittel: 104 


Einzelfehler 


=> 7) 


: 1,75 mg-% 
1,7 % des Mittelwertes 


Quadrate der Fehler 
1 1 ‘me 
8 64 ) n(n—1) 6,5 
2 4 Mittlerer Febler - 
7 49 Glucose 
1 1 
1 1 
3 9 

= f* = 129 
n(n—1)= 42 





Mittelwert: 104 + 1,75 mg-%. 
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Versuch 6. 23. V. 1929. 
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Glucose nach Hagedorn-Jensen. 








155 
153 
153 
151 
155 
155 
155 
151 
153 


Mittel: 153 


Einzelwerte 


Einzelfehler Quadrate der Fehler 
2 4 ——_—_— 
0 0 | lf 4,9 
— 0.6 
0 0 n(n — 1) 8.5 
3 4 Mittlerer Fehler + 0,6 mg-% 
. : Glucose 0,4 ©, des Mittelwertes 
2 4 
2 4 
0 0 
2 f? 24 
n(n —1) (2 


Mittelwert: 153 + 0,6 mg-°,. 


Glucose mit Colimethode. 





Einzelwerte 


149 
143 
146 
154 
158 
156 
158 
Mittel: 152 


Einzelfehler 


Versuch 7. 


Quadrate der Fehler 

3 9 yp. 8 
9 81 J oH vt = 23 
6 36 n(n—1) 6,5 
2 4 Mittlerer Fehler + 2.3 mg-% 
6 36 Glucose = 1,5% des Mittelwertes 
4 16 
6 36 

= f# = 218 


n(n—1)— 42 


Mittelwert: 152 + 2,8 my-%. 


24. V. 1929. Glucose nach Hagedorn-Jensen. 








| Einzel werte Einzelfehler Quadrate der Fehler 

133 0 0 Lh 10,7 
138 5 25 J h = 1,8 
130 3 9 n(n—1) 8,5 
131 9 4 Mittlerer Febler 1,3 mg-% 
130 3 9 Glucose 1% des Mittelwertes 
130 3 9 
130 3 9 
{162} _ _ 
140 7 49 
132 1 1 

Mittel: 133 2 f*= 115 


n(n—1) 72 


Mittelwert: 133 + 


1.3 mgq-°;,. 
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Glucose mit Colimethode. 




















Einzelwerte Einzelfehler Quadrate der Fehler 
122 4 16 7, 15.7 
121 5 25 } Ree 7 — 2A 
118 8 64 n(n—1) , 
123 3 9 Mittlerer Fehler — + 2,1 mg-%, 
131 5 5 Glucose — 1,7 % des Mittelwertes 
126 0 0 
131 5 25 
; 135 9 81 
Mittel: 126 Y f? = 245 
n(n—1)= 56 
Mittelwert: 126 + 2,1 mg-°%. 
Versuch 8. 25. V.1929. Glucose nach Hagedorn-Jensen. 
Einzelwerte Einzelfehler | Quadrate om Fehler ani 
121 8 64 ar, a i 
121 . 64 } Ra a Se ot O98 
114 1 1 n{n—1) 8,5 
108 5 25 Mittlerer Fehler = + 1,8 mg-% 
114 1 1 Glucose = 1,6 % des Mittelwertes 
108 5 25 
116 3 9 
108 | 5 25 
108 5 25 
Mittel: 113 | = f* = 239 
n(n —1)= 72 
Mittelwert: 113 + 1,8 mg-°,. 
Glucose mit Colimethode. 
Einzelwerte | Einzelfehler Quadrate der Fehler 
103 6 36 $s 1.4 
108 1 1 ) f 5 == 
102 7 49 napa Ei, 
106 3 9 Mittlerer Fehler = + 2,2 mg-%, 
115 6 36 Glucose - % des Mittelwertes 
[91] ~~ 2 
110 1 1 
117 8 64 
Mtttel: 109 = f*4 = 196 
n(n-—-1)= 42 


Mittelwert: 109 + 2,2 mgq-°,. 


Die durchschnittliche Fehlerbreite, mit der die beiden Methoden 
arbeiten, ergibt sich aus den in Prozenten der Mittelwerte berechneten 


mittleren Fehlern in folgender Weise: 
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Untersuchungen tiber den Blutzucker. 1] 


Mittlerer Fehler in Prozenten der Mittelwerte. 





Fiir Hagedorn-Jensen Fiir Colimethode 
0,6 1,3 
1,25 1,7 
2,3 1,6 
1,0 1,3 
0,75 1,7 
0,6 1,5 
1,3 1,7 
1,6 2,0 


Mittel: 1,18 


— 
—. 


Diese Berechnung ist nicht ganz exakt, da zur Gewinnung der be- 
nutzten Mittelwerte nicht immer die gleiche Anzahl Einzelversuche ver- 
wendet werden konnte. Um das mit zu beriicksichtigen, muB man die 
oben angegebenen Zahlen mit der Anzahl der Einzelwerte, aus denen sie 
entnommen wurden, multiplizieren, die Produkte addieren und sie durch 
die Gesamtzahl der Einzelwerte dividieren. Dabei ergibt sich aber keine 
Abweichung von den oben angegebenen Mittelwerten. 


Fiir Hagedorn-Jensen. 





Prozentischer 





Fehler Anzahl der Einzelwerte Produkt 
0,6 10 6,0 = der Produkte 
23 10 nO 2 oe Einzelwerte 
1,0 9 9,0 as 1,18 
0,75 y 6,75 7” 
0,6 9 5.4 Mittel: 1,18 
1,3 i] 11,7 
1,6 9 14,4 

2 Zahl der » der 

Einzelwerte: 72 | Produkte: 85,0 

Fiir Colimethode. 
eee | Anzahl der Einzelwerte Produkt 

1,3 8 10,4 2 der Produkte 
1,7 ( 11,9 » Zahl der Kinzelwerte 
1,6 8 12,8 94,2 
1,3 7 9,1 59 1,6 
1,7 7 11,9 ; 
1,5 7 10,5 Mittel: 1,6 
1,7 8 13,6 
20 i 140 

» Zahl der 2 der 


Einzelwerte: 59 Produkte: 94,2 
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Wir finden also fiir die durchschnittliche Fehlerbreite der Methode 
nach Hagedorn-Jensen 1,18 °%,, fiir die Colimethode 1,6°,, die mit den 
beiden Methoden erhaltenen Werte sind also miteinander vergleichbar 
und zeigen, mit Ausnahme der beiden bereits erwahnten Versuche 
vom 14. und 16. Mai, eine gute Ubereinstimmung. Die entsprechenden 
Werte sind in der folgenden Tabelle noch einmal nebeneinander- 
gestellt. 


Milligramm Glucose in 100cem normalem Menschenblut. 








Nach iitiiee-Senen Colimethode Nach Hagedorn-Jenscen Colimethode 
113 117 96 + 1,0 100 + 1,3 
110 113 96 + 0,75 104 +- 1,75 
107,5 111 153 + 0,6 152 + 2,3 
106 + 0,6 102 + 1,3 133 + 1,3 126 + 21 
101 + 1,25 104 + 1,8 113+ 1,8 109 + 2, 
94 + 2.25 100 + 1,6 

Il. 


Es wurde oben gezeigt, daB es méglich ist, mit Hilfe der Coli- 
glykolyse im normalen menschlichen Blute den Blutzucker zu_be- 
stimmen. Weiterhin wurde der Versuch unternommen, das Problem 
des sog. EiweiBzuckers (Sucre protéidique der franzésischen Autoren) 
mit der gleichen Methode zu erforschen. 


Das Vorhandensein eines Zuckers, der bei der Saéurehydrolyse von 
Gesamtblut bzw. Blutplasma oder auch Blutserum (aus den Eiweiikérpern ) 
in Freiheit gesetzt werden soll, ist vor allem von franzésischer Seite immer 
wieder angenommen worden. Eine .Zusammenfassung der Ergebnisse 
einer groBen Zahl franzésischer Arbeiten findet sich bei Bierry!. Einzel- 
heiten tiber Methodisches bringen Bierry und Randoin-Fandard*, Bierry 
und Voskressensky*, Bigwood und Wuillot*. Von Condorelli® liegt ebenfalls 
eine sorgfaltig ausgearbeitete Methode vor. Auch Glasmann® sucht dieses 
Problem mit seiner kolorimetrischen Methode zur Zuckerbestimmung 
apzugreifen, ebenso Kitamura’. Die umfassendste Behandlung des ganzen 
Gebiets hat kiirzlich Grevenstuck® geliefert, der auch die Fragen nach dem 
gebundenen und freien Zucker der Gewebe in den Kreis seiner Betrachtungen 
einbezieht. 

Wahrend die erwahnten Arbeiten, mit Ausnahme der von Grevenstuk, 
mehr oder weniger direkt das Auftreten eines Zuckers iiberhaupt nach der 


! Bierry, Bull. Soc. Chim. Biol. 10, 769, 1928. 


2 Bierry und Randoin-Fandard, C. r. Soc. Biol. 81, 287, 1918. 


9 
3 Bierry und Voskressensky, ebendaselbst 98, 287, 1928. 
4 Bigwood und Wuillot, ebendaselbst 99, 352, 1928. 
5 Condorelli, Policlinico, Sez. med. 1924 (1. Marz), S. 125; zitiert nach 
Grevenstuk, Ergebn. d. Physiol. 28. 
® Glasmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 113, 1926. 
7 Kitamura, Mitt. d. med. Akad. Kioto 8, 20 bis 24. 
8 Grevenstuk, Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 1929. 
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Untersuchungen iiber den Blutzucker. 13 


EiweiBhydrolyse behandeln, ohne jedoch naher auf die Natur dieses Kérpers 
einzugehen, liegen mehrere Untersuchungen auch iiber die Art des frei 
gewordenen Zuckers vor. Dische' konnte nachweisen, da durch Hydrolyse 
von Pferdeblutplasma d-Mannose in Freiheit gesetzt wird, die er durch 
das Phenylhydrazon identifizierte. _Daneben fand er auch einen durch 
Hefe nicht vergairbaren Zucker, der ein dem Glucosamin aéhnliches Ver- 
halten aufwies. Ebenso fand Rimington? in auBerordentlich sorgfaltig 
gereinigtem Pferdeserumalbumin und -globulin nach Spaltung mit Barium- 
hydroxyd eine Mannose, die als Mannosamin isoliert wurde und etwa 
2% vom Gewicht des getrockneten Priparats ausmachte. Grevenstuk® 
suchte den Zucker nach Saurehydrolyse von BluteiweiB ebenfalls als Osazon 
zu bestimmen, doch fand er, daB die Menge der als Phenylglucosazon ge- 
wonnenen Glucose im Vergleich zu dem Reduktionsvermégen nach Hydro- 
lyse immer auBerordentlich gering war, so daB er zu der Annahme anderer 
reduzierender Substanzen als Glucose kommt, von denen ebenfalls Pheny!- 
hydrazinverbindungen hergestellt werden konnten. 

Unsere Technik lehnte sich in den folgenden Versuchen mit Rati hen- 
blutplasma eng an die von Bierry und Voskressensky (s. oben) an. Blut 
wurde mit NaF (2,5 mg NaF auf 1 cem Blut) ungerinnbar gemacht, zentri- 
fugiert, von dem Plasma 1 cem mit 3cem H,O in einem 10-cem-Schiittel- 
zylinder verdiinnt, 0,35 cem 4,5 mol. H, SO, zugegeben und dann 30 Minuten 
bei 120° im Autoklaven hydrolysiert. Nach schneller Abkiihlung in kaltem 
Wasser wurde das Hydrolysat mit 2 mol. NaOH gegen Phenolphthalein 
bis eben zur schwachen Rotfirbung alkalisch gemacht, das iiberschiissige 
Alkali mit 3°, CH,COOH neutralisiert, dann mit Wasser bis auf 7,5 cem 
aufgefiillt und mit 2,5cem Liquor ferri oxydati dialysati (Merck) der Rest 
des Eiweibes gefallt. Nach Zentrifugieren wurde die iiber dem Bodensatz 
stehende leicht geibliche Fliissigkeit durch Glaswolle filtriert. 1 cem des 
Filtrats entspricht 0,1 cem Plasma. 

cin Leerversuch wurde in der Weise angesetzt, da® 4cecm H,O und 
3,5cem Na,SO,-Lésung (0,45 mol.) (um die etwas umsténdliche Neutrali- 
sation der Schwefelséure zu ersparen) im Autoklaven den gleichen Be- 
dingungen wie das Plasma unterworfen wurden, nach dem Abkiihlen mit 
2,5cem des Liquor ferri oxyd. dialys. (Merck) versetzt und das gefillte 
Eisenhydroxyd durch Zentrifugieren entfernt. 

Der Versuch gestaltete sich so, daB zunachst in 0,1 cem Plasma 
mittels Hagedorn-Jensen und der Colimethode die Glucose bestimmt 
wurde. Die nach der Hydrolyse verwendeten Mengen entsprechen 
nur 0,05 cem Plasma, da in der 0,1 cem Plasma entsprechenden Meng¢ 
zu viel reduzierende Substanz gefunden wurde, als da sie mit 2 cem 
Ferricyanidlésung mit dem Hagedorn-Jensen hatte bestimmt werden 
kénnen. 

Die gefundene Menge reduzierender Substanz wurde als Glucose 
ausgedriickt, ebenso die entwickelten Gasmengen als CO, berechnet 
und als Glucose dargestellt. 


1 Dische, diese Zeitschr. 201, 74, 1928; vgl. hierzu S. Frankel und 
C. Jeliinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1928. 

2 Rimington, Biochem. Journ. 28, 536, 1929. 

3 Grevenstuk, Neder]. Tijdschr. f. Genesk. 1929, 8. 495. 
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Orientierende Versuche beschaftigten sich zunachst mit der Frage, 
ob das Fluorid auf die glykolytische Fahigkeit der Colibakterien einen 
Kinflu8 ausiiben wiirde. Das war von vornherein nicht anzunehmen, 
da es durch das Calcium der Ringerlésung als praktisch unlésliches 
CaF, ausfallen muBte. Ein Versuch bestitigte die Annahme: 

Berechnet: 0,192 mg Glucose 

Gefunden: 0,191 


0.190 ohne Fluorid 


0,200 ,, pa 

0,195 ,, oe mit 0,3 mg Fluorid 
0,197 ., oa 

0,198 , 


0,200 . mit 0,18 mg Fluorid 
Die hier angewendeten Fluoridmengen betragen etwa das 2- bis 
2.5fache der bei den Versuchen mit Plasma in Reaktion befindlichen. 
Ein ahnlicher Versuch wurde vorgenommen, um den Einflu8 der 
Fluoride auf die Reduktion des Ferricyanids beim Hagedorn-Jensen 
zu priifen. Auch hier wurde das Fluorid in den angewandten Mengen 
ohne EinfluB gefunden: 
Berechnet: 0,137 mg Glucose 
Gefunden: 0,137 ,, 9% 
0,137 ... ne ohne Fluorid 
0,138 _,, 
[0,143] 
0,138 , > 
0,137 ,, i mit 0,3 mg Fluorid 
ORST. . 
’ [0,137] 


Uber die im Plasma gefundenen Werte gibt die folgende Tabelle 
Auskunft. Es handelt sich in allen Fallen um Kaninchenblutplasma, 
mit Ausnahme des Versuchs vom 22. Juni 1929, bei dem Menschen- 
blutplasma zur Verwendung gelangte. Nach Méglichkeit wurden zur 
Bestimmung eines jeden Wertes drei bis vier Parallelen angesetzt. 


Die Werte fiir die ,,Glucose‘‘ nach der Hydrolyse wurden, wie 
schon oben erwahnt, in einer 0,05 ccm Plasma entsprechenden Menge 
Substrat bestimmt, sowohl nach Hagedorn-Jensen wie mit der Coli- 
methode. Sie sind in den letzten beiden Rubriken auf 0,1 ccm Plasma 
umgerechnet. Es handelt sich bei allen Angaben um Milligramm 
,.Glucose™. 

Wir sehen aus der Tabelle, daB, wie in den zuvor berichteten Ver- 
suchen, die Glucosewerte vor der Hydrolyse nach der Methode von 
Hagedorn-Jensen und gasvolumetrisch gut iibereinstimmen. Nach der 
Hydrolyse findet sich in allen Fallen eine bedeutende Vermehrung der 
nach diesen beiden Methoden als ,.Zucker“ bestimmten Verbindungen. 


i 





26 
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ge, mg Glucose vor Hydrolyse mg .Glucose* nach Hydrolyse 
nen in 0,1 cem Plasma in 0,05 cem Plasma 
len. a eee SPO 4 : i AA Seat 
a Datum and Colimethode — Colimethode 
wl Kinzel-| yitter |Binzel-| yitter | Pinzel-| mittel Rinzel- | writtel 
20. VI. | 0,145 0.147 0,238 0,175 
0,143 0,143 9’y44 04145 0,287 | 0,287 0,178 0,179 
0,141 , 0,237 0,183 
seated be ~ 0,147 0,190 = 
0136 184 0,152 0,149 0,190 | 0,191 9'1g7 0,163 
01134 0,148 0,192 0.163 
22. VI. 0,110 0,133 
bis 0,110 |g 119 O13 0,115, O191 0,190 2183 0,184 
0,111 |“? | ere ’ 0,183 ** 
en. 0111 0,117 0,189 0138 
ler 
= 24. VI. | 0,174 0,198 0,228 aay 
sen 0,174 | 0,174 0,197 0,196 0,222 0,222 9193 0,191 
zen 0,174 0,199 0,222 0191 
25. VI. | 0,158 0.164 0,229 0,175 
Pi8t 0,159 0,167 0,166 an 0,229 178 | 0,179 
0,158 0,167 0,228 0,183 
26. VI. | 0,155 0,158 0,214 i 
coe | 9155 | 0155 0,161 0,160 | 0,212 0,213 | 91g 0,165 
a 0,160 | 0,212 0'169 
27. VI. | 0,178 0.176 [0,236] 0,198 
0,175 | , ng | 0,244 | nose | 0,201 
0175 | 176 0,184 0,181 | g'o4g 9246 g'igg | 9-199 
le 0,175 _— 0,246 0,205 
28. VI. 0,171 0,252 0,188 
na, vel 0,180 a 
0,169 | a 40 — mo || 0,250 | nor, 0,194 
2n- 0,169 0,170 ane 0,178 [0,238] 0,250 0,186 0,199 
ur 0,169 oor 0,248 0,192 
29. VI. | 0,146 ene 0,166 
©1468 | say) tee om 0,173 
vie 0146 147 | 0,158 | 0,157 | 0,226 0,223 | 9164 0,169 
, > QD . 
ize 0,148 0,156 0,222 0,172 
sli 1. VII. 0,155 0.155 0,212 0,162 
piv D 9 
na 0151 | 9.153 0,153 0,154 0.208 | 9.210 | O16? 0,162 
1m 0.151 0,153 0.212 0.164 
2. VII. 0,165 0.181 0,226 0,182 
5 ’ 226 74/1, 
er 0.165 9.165 | 0,182 0,180 fon 0,225 | 9143 0.177 
on 0165 0,176 0.226 0.178 
ler 3. VI. 0,165 0.176 [0.213] 0,167 
0,163 , no | 0,205 | pong | 0,170 a 
ler 0163 164 oie 0,178 | p’og5 205 o'ig5 9167 
n. 0,163 ee 0,205 0,167 





Mittelwerte 
nach 
Hydrolyse 
fiir 0,1 cem 
Plasma 
berechnet 

Haged.- Coli- 
Jensen methode 


0,474 0,358 
0,382 0,326 
0,380 0,268 
0,444 0,382 
0,458 0,358 
0,429 0,330 
0.492 0.398 
0,500 0,380 
0,446 0,338 
0,420 0,524 
0,450 0,354 
0.410 0,334 
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Wir sehen aber, daB mit der Colimethode nur etwa zwei Drittel derjenigen 
, 4ucker“‘-Menge gefunden wird, die mit der Reduktionsmethode be- 
stimmt ist. Halten wir also vorlaufig daran fest, daB mit der Colimethode 
nur Glucose bestimmt werde (was, wie wir spiter sehen werden, nicht 
der Fall ist), so kénnen wir nach diesen ersten orientierenden Versuchen 
iiber den sogenannten virtuellen oder EiweiBzucker sagen, daB die 
Reduktionswerte nach Hagedorn-Jensen (und wohl auch nach allen 
anderen Reduktionsmethoden) nicht nur auf etwa frei werdenden 
Traubenzucker bezogen werden kénnen. 

Nach dieser Feststellung ergab sich die weitere Aufgabe, durch 
neue Versuche festzustellen, ob wir es tiberhaupt in dem reduzieren- 
den und durch Colibakterien ,,vergirbaren‘‘ Kérper, der nach Hydro- 
lyse des Plasmas neu aufgetreten war, mit Glucose zu tun haben 
oder nicht. 


Ill. 


Aus den Versuchen, die in der geschilderten Weise an Kaninchen- 
blutplasma mit der Hydrolyse nach Bierry durchgefiihrt wurden, 
ergaibe sich, daB etwa zwei Drittel der mit der Reduktionsmethode 
als Glucose bestimmten reduzierenden Substanz nach der Colimethode 
als Glucose anzusprechen waren. 

Um eine Klarung in diese Verhaltnisse zu bringen, wollten wir. 
bevor wir die Frage an Blutplasma wieder weiter verfolgten, ein Ei- 
weiBderivat, das auch aus Blut gewonnen wird, das Wittepepton. 
daraufhin untersuchen, wie sich bei diesem reduzierende und _ ver- 
garbare Substanzen nach der Hydrolyse verhalten. Wir hofften, auf 
diesem Wege dann eine bessere Einsicht in die Verhaltnisse im Blute 
selbst zu bekommen. 

Die folgenden Versuche wurden an einem Wittepepton von Kahl- 
baum vorgenommen, das durch Abbau von Blutfibrin gewonnen wird 
(vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, 9. Aufl. 1924, 8. 599). Wir bezogen 
die gefundenen Werte auf den N-Gehalt des benutzten Peptons, 
wobei wir uns an GréBSenordnungen hielten, die PlasmaeiweiB ent- 
sprachen. Dabei wurde 1,3 mg N auf 0,1 cem Blutplasma gerechnet. 
Diesen 1,3 mg N entsprachen 9,95 mg des von uns verwendeten Witte- 
peptons. Mit dieser Menge bzw. der Halfte davon wurden, von einigen 
Vorversuchen abgesehen, die Untersuchungen vorgenommen. 


Vorversuch. 


Er diente zur Nachpriifung, ob Bact. coli aus Lésungen von Witte- 
pepton (unhydrolysiert und nach Hydrolyse nach Bierry) in bicarbonat- 
haltiger Ringerlésung Gas entwickeln kénnen, d.h. ob die Colibacterien 
EiweiBspaltprodukte unter Bildung von fixer Saéure ,,vergaéren‘’ kénnen. 
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GefaBe Nr. 21, 47, 27, 25: 1,0 mg Wittepepton in 1,00 cem Wasser gelést. 

GefiBe Nr. 29, 45, 43, 42; 0,81 mg Wittepepton in 1,00 ccm Wasser 
nach halbstiindiger Hydrolyse nach Bierry. 

GefaiB Nr. 46: Thermobarometer. 

AuBerdem enthielten alle GefaiBe 0,5ccm Ringer (20) und 0,5 cem 
Colisuspension in Ringer (20), mit Ausnahme des Thermobarometers, das 
selbstverstandlich keine Colibakterien enthielt. 





GefiBnummer: | 21 aim 25 29 45 43 42 


46 
0 Min. 26 85 | 10,5 | 57 51 6 32,5 1095 24,5 = 
- « 24,5 34 8,0 | 56,5 |) 52 7 35 109,5 |) 24,5 = 
Mm » 22 32 55 | 55 51 6 34 108,5 || 23,5 = 
a 22 32 45 545) 505 55 335 1085) 240 = 


In keinem der GefaBe findet sich in der angegebenen Zeit eine 
Gasentwicklung, vielmehr zeigen die ersten vier eine geringe Druck- 
abnahme, die zweiten vier im wesentlichen eine Konstanz des Druckes. 
Um auszuschlieBen, daB die Bakterien etwa nicht garfaihig waren, wurde 
nach Ablauf der 15 Minuten zu GefiB Nr. 46 eine etwa 0,1 %ieg wisserige 
Glucoselésung zugesetzt, sowie 0,5 ccm derselben Colisuspension wie bei den 
anderen GefaBen. Der Druckverlauf war in den folgenden 15 Minuten: 





Gefah 46 


0 Min. | 94.5 = 
7S | 100,0 = 
ee ee 
15, «6 1160 ¢ 


Die Bakterien waren also garfahig, doch war entweder in den ver- 
wendeten Lésungen keine vergérbare Substanz vorhanden oder die Tatig- 
keit der Bakterien wurde durch die Anwesenheit von Wittepepton oder 
dessen Spaltprodukten gehemmt. 


Im folgenden wurde daher die unhydrolysierte und hydrolysierte 
Wittepeptonlésung vor der Behandlung mit Colibakterien mit  kolloi- 
dalem Eisenhydroxyd ausgeschiittelt, um diese méglicherweise stérenden 
Kérper zu entfernen. In Vorversuchen ergab sich dabei, daB Colli- 
bakterien in den so behandelten hydrolysierten Wittepeptonlésungen 
eine lebhafte Gasentwicklung hervorriefen. 


Ansatz. 


10cem einer, 9,95°% igen Wittepeptonlésung in 1,3°,iger NaHCQ,- 
Lésung (also 99,5 mg Wittepepton = 13.0 mg N), wird in einem Schiittel- 
zylinder mit 3,0ccm Wasser verdiinnt, 0,35ccem 4,5 mol. H,SO, zugefiigt 
und das Gemisch 30 Minuten im Autoklaven bei 120° belassen. 

Nach Abkiihlen in kaltem Wasser wird mit 2 mol. NaOH gegen Phenol- 
phthalein neutralisiert, mit Wasser bis 7,5ccm aufgefiillt, 2,5cem Liquor 
ferri oxydati dialysati (Merck) zugefiigt. Der Niederschlag wird abzentri- 
fugiert. Von der klaren Fliissigkeit werden 0,5 ccm = 4,97 mg Wittepepton 
= 0,65 mg N verwendet. 


Biochemische Zeitschrift Band 217. 9 
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Parallelen mit nichthydrolysiertem Wittepepton werden in der Weise 
angestellt, daB ebenfalls 1,0cem der 9,95%igen Wittepeptonlésung in 
einen Schiittelzylinder tibergefiihrt wird. Dazu werden 3,5cem 0,45 mol. 
Na,SO,-Lésung zugegeben, mit Wasser bis 7,5cem aufgefiillt, 2,5 ecm 
Liquor ferri oxydati dialysati (Merck) zugefiigt. Nach Abzentrifugieren 
des Niederschlags wird 1,0 cem der klaren Fliissigkeit verwendet, 9,95 mg 
Wittepepton = 1,3 mg N entsprechend. 

Vor Hydrolyse (9,95 mg Pepton = 1,3 mg N): 

Colimethode : 

4,1, 4,6, 4,0 emm CO,, Mittel 4,3cmm CO, 

0,016, 0,018, 0,016 mg Glucose, Mittel 0,017 mg Glucose. 
Hagedorn-Jensen : 

0,219, 0,215, 0,215 mg Glucose, Mittel 0,216 mg Glucose. 


Nach Hydrolyse (4,97 mg Pepton = 0,65 mg N): 


Colimethode : 

29,4, 28,7, 30,7, 30,7cmm CO,, Mitte] 29,9cemm CO, 

= 0,118, 0,115, 0,123, 0,123 mg Glucose, Mittel 0,120 mg Glucose, 

Hagedorn-Jensen: 

0,245, 0,245, 0,241 mg Glucose, Mittel 0,244 mg Glucose. 

Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N. 

Colimethode: 59,8 cmm CO, = 0,240 mg Glucose. 
Hagedorn-Jensen: 0,488 mg Glucose. 


Dieser Versuch zeigt also, daB aus der Wittepeptonlésung nach 


der Hydrolyse sowohl mit Colibakterien vergirbare als reduzierende 
Substanzen auftreten, und zwar ist, auf Glucose umgerechnet, der 
Reduktionswert héher (ungefihr das Doppelte) als der Coliwert (0,488 mg 
gegen 0,240mg). Das spricht wiederum in dem Sinne, da8 wir es hier 
unméglich nur (wenn iiberhaupt) mit Glucose zu tun haben kénnen. 
Vor der Hydrolyse wurden auch hier keine mit Coli vergirbaren, 
wohl aber reduzierende Substanzen gefunden. 


Da nach der Hydrolyse nach Bierry immer noch ein betracht- 
licher Teil von nichtgespaltenem EiweiB bzw. Pepton zuriickblieb, der 
mit Sulfosalicylsiure einen dichten Niederschlag ergab, wurde nunmehr 
die Hydrolyse unter normalem Druck itiber mehrere Stunden unter 
dem RiickfluBkiihler durchgefiihrt, und dann wurden mit dem Spalt- 
gemisch die obigen Versuche, also Vergleich der Reduktions- und CO,- 
Werte, durchgefiihrt. Im ersten Versuch fand sich nach 6 Stunden 
Hydrolyse noch eine ganz schwache Triibung mit Sulfosalicylsaure, in 
den folgenden langerdauernden Versuchen war die Sulfosalicylsaure- 
reaktion immer vollkommen negativ. 


Ansatz, 
10,0cem 9,95%ige Wittepeptonlésung in 1,3°%iger Na HCO,-Lésung 
37,0 ,, Wasser 
3,0 ,, 4,5 mol. H,SO, 
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Dieses Gemisch wird unter dem RiickfluBkiihler gekocht und nach 
2, 4 und 6 Stunden je 5,0ccem = 99,5 mg Pepton = 13,0 mg N entnommen. 
Diese werden im Schiittelzylinder in der oben angegebenen Weise behandelt, 


also Neutralisieren mit 2 mol. NaOH gegen Phenolphthalein, Auffiillen 


mit Wasser bis 7,5 ccm, ZugieBen von 2,5 ccm dialysiertem Eisenhydroxyd 
und Umschiitteln. Dann Abzentrifugieren des Niederschlags. Von der 
klaren Fliissigkeit werden je 0,5ccm = 4,97 mg Pepton = 0,65mg N 
verwendet. 

Das nichthydrolysierte Wittepepton wird genau in der oben be- 
schriebenen Weise behandelt. 


Vor Hydrolyse (9,95 mg Pepton 13mg N). 
Colimethode : Hagedorn-Jensen : 
4,6 5,6 4,7emm CQO,, 


_— 
Mittel 4,75 emm 





0,018 0,022 0,019mg Glucose, 0,214 0,216 mg Glucose 
Mittel 0,019 mg. Mittel 0,215 mg. 


Nach Hydrolyse (4,97 mg Pepton = 0,65 mg N). 
Colimethode : Hagedorn-Jensen : 
2 Std. Hydrolyse: 20,0 18,0cmm CQa,, 


a 


vant, 
19.0 
0,080 0,072 mg Glucose, 0,221 0,223 mg Glucose, 


Ce — §—— 
0,076 0,222 
4 Std. ” 23,5 24,5cemm CO, 
ee eee 
24,0 
0,094 0,098 mg Glucose, 0,249 0,251 mg Glucose, 
i eereienttlentineeenae —_-_-_ 
0,096 0,250 
6 Std. 6 25,9 25,9emm CQ,, 
ee 
25,9 
0,104 0,104 mg Glucose, 0,275 0,273 mg Glucose, 
—_--——-—-_ einer 
0,104 0,274. 


Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N. 





Dauer der Hydrolyse 2 Std. 


Colimethode. . .... 38,0emm COg 0,152 mg Glucose 
Hagedorn-Jensen .. . 0444 , ‘ 





Dauer der Hydrolyse 4 Std. 


Colimethode. . . ... 48,.0emm CO, 0,192 mg Glucose 
Hagedorn-Jensen . . . 0,500 , ‘i 





Dauer der Hydrolyse 6 Std. 


Colimethode. ..... 51,8 emm Og 0,208 mg Glucose 
Hagedorn-Jensen ... 0.548 . = 


Q* 
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Es zeigt sich, daB bei dieser langerdauernden Hydrolyse die Zu- 
nahme der reduzierenden wie auch ,,vergirbaren’* Substanzen nicht 
wesentlich héher liegt als bei der Hydrolyse nach Bierry. Dies zeigen 
auch die folgenden Versuche, bei denen bis zum vollkommenen Ver- 
schwinden der Sulfosalicylsaurereaktion hydrolysiert wurde. 


Versuch. 


Ansatz wie bei dem vorigen. Entnahme des Hydrolysats nach 3, 6, 
9 und 12 Stunden. 


Vor Hydrolyse (9,95 mg Pepton = 1,3 mg N). 


Colimethode : Hagedorn-Jensen : 
In diesem Falle zeigen die Manometer 0,216 0,216 
» ot a > 4 - - - iinectenemmcainenaiilllieeaaianeane 
aus einem ni¢ ht ersichtlichen Grunde 0,216 mg Glucose. 
eine geringe Druckabnahme: —- 5,0, 


— 3,9, — 3,4emm CO,. Zugesetzte 
Glucose wird gut vergoren. 


Nach Hydrolyse (4,97 mg Pepton = 0,65 mg N). 
Colimethode, Hagedorn-Jensen : 
3 Std. Hydrolyse: 30,5 28,5emm CQ,, 
29,5 
0,122 0,114 mg Glucose, 0,264 0,266 mg Glucose, 
—— ————_, 
0,118 0,265 
6 Std. % 34,8 36,8cmm CO,, 
Se eee” 
35,8 
= 0,138 %,i47 mg Glucose, 0,301 
(Parallele verungliickt), 
0,143 0,301 mg Glucose 
9 Std. ” 36,3 36,1 emm CO,, 


— 


36,2 
= 0,145 0,145 mg Glucose, 0,303 0,293 mg Glucose, 
i ockantmaneatiianmamanan 
0,145 0,298 
12 Std. ” 37,0 38,9cemm COQO,, 


ee 


37,9 
= 0,148 0,155 mg Glucose, 0,302 0,300 0,302 mg Glucose, 
0 


re 


0,151 0,301 


I 





Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N. 





9 Std. 


‘Hyéretyse : | 3 Std. 6 Std. 12 Std. 
Colimethode . | 59,0 71,6 72,4 75,8 cmm CO, 


|_0236__0386 0290 0,82 mg Glucose 
Hagedorn-Jensen. . . 0,530 0,602 0,596 0,602 mg Glucose 
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Wir sehen aus den bisherigen Versuchen, dab der Reduktionswert 
immer hoher liegt als der CO,-Wert (,, Vergarungs**-Wert). Man kénnte 
zu der Annahme kommen, da in dem Reduktionswert der ,,CO,-Wert*: 
gewissermaBen enthalten ist, auBerdem aber noch reduzierende, nicht 
vergirbare Substanzen anzunehmen waren. Mit dieser Annahme 
wiirde es iibereinstimmen, wenn nach der Vergarung mit Bact. coli ein 
reduzierender Rest aufzufinden ware. Um dies festzustellen, haben 
wir nach Beendigung der Gasentwicklung einen bestimmten Teil der 
Flissigkeit aus den NicolaigefaBen entnommen und einen Reduktions- 
wert nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Gesamte Reduktion nach Mit Colimethode bestimmt 0,151 mg Glucose 
Hagedorn-Jensen (4,97 mg Als Rest gefunden (mit 
Pepton) Hagedorn-Jensen) . . . . 0,232 ,, * 
0,301 mg Glucose 0,383 mg Glucose. 


Bei der additiven Rekonstruktion des Gesamtreduktionswertes ergibt 
sich ein Plus von etwa 30%, wahrend es Nicolai (l.c.) stets gelang, bei 
reinen Glucoselésungen den Gesamtreduktionswert innerhalb eines Fehlers 
von etwa + 4% wiederzufinden. 

Im folgenden Versuch wird noch einmal nach einer weitgehenden 
Hydrolyse Reduktions- und _ ,,Vergirungs‘-Wert miteinander ver- 
glichen und die Restreduktion nach ,,Vergarung*: bestimmt. 


Versuch. 


Ansatz wie bei dem vorigen. Entnahme des Hydrolysats nach 3, 6, 
9 und 12 Stunden. 


Vor Hydrolyse (9,95 mg Pepton = 1,3 mg N). 


Colimethode : ; é‘ Hagedorn-Jensen : 
3,1 1,9emm COQO,, 
———- 
2,5 
0,0012 0,0008 mg Glucose 0,210 0,214 mg .Glucose, 
ee (ee 
0,001 0,212 


Nach Hydrolyse (4,97 mg Pepton = 0,65 mg N). 
Colimethode : Hagedorn-Jensen: 
3 Std. Hydrolyse: 25,5 25,3 cmm CQs,, 
ee 
25,7 
= 0,102 0,101 mg Glucose, 0,258 0,255 0,255 mg Glucose, 
ee 
0,102 0,256 
6 Std. - 34,3 34,8cemm CO, 
ee 
34,6 
= 0,137 0,139 mg Glucose, 0,287 0,283 0,283 mg Glucose, 


—_—_—o" 








0,138 0,285 
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9 Std. Hydrolyse: 37,9 36,7cmm CO,, 
re 


37,3 


0,151 0,147mg Glucose, [0,294] 0,304 0,304mg Glucose . 


— —- 
0,149 0,304 
12 Std. = 42,7 42,2 43,7 cmm CQ,, 
-_-_-_-_-—_-— 


42,0 
= 0,171 0,169 0,175 mg Glucose, 0,306 0,306 0,306 mg Glucose, 


0,172 0,306. 














Berechnet fiir 9,95mg Pepton = 1,3 mg N. 


Hydrolyse : 3 Std. 6 Std. 9 Std. 12 Std. 


Colimethode .... 51,4 69,2 74.6 85,8 emm CO, 
| 0,204 0,276 0,298 0,344 mg Glucose 
Hagedorn-Jensen. . . 0,512 | 0,570 0,608 0,612 mg Glucose 


Vergleich der als Gesamtreduktion bestimmten Glucose mit der als 
Summe aus dem Vergiérungswert und der Restreduktion berechneten : 
Gesamte Reduktion Mit Colimethode bestimmt . . 0,172 mg Glucose 
nach Hagedorn-Jensen Als Rest gefunden (nach Hage- 
fiir 4,97mg Pepton ern ee a 3 mn 


0,306 mg Glucose. 0,410 mg Glucose 





Das MiBverhiltnis zwischen direktem Reduktionswert und dem 
rekonstruierten ist hier noch gréBer als in dem vorigen Versuch. Das 
fiihrt zu der Annahme, da die Colibakterien auch andere in dem 
Peptonhydrolysat vorhandene Substanzen angreifen und sie entweder 
zuerst in eine fixe Saéure verwandeln, die aus dem Bicarbonat CO, 
austreibt und 80 Glucose vortiuscht, oder diese direkt in Gas ver- 
wandeln, das zur Messung kommt. 


DaB Colibakterien auch Eiwei8kérper angreifen kénnen, ist bekannt. 


So fanden Rosenthal und Petai! mit der Formoltitration nach Sérensen, 
da8 Colibakterien unter aeroben Bedingungen Aminoséuren in Freiheit 
setzen. Schiff und Kochmann? konnten, auch unter anaeroben Bedingungen, 
in gewohnlicher Nahrbouillon und in Peptonbouillon die Entwicklung von 
freien Aminen nachweisen. Ferner wird die Indolbildung aus Tryptophan 
in der Bakteriologie zur Differenzierung der Colibakterien von ahnlichen 
Stéammen verwendet. 

Sasaki* beobachtete die Spaltung von Glycyl-l-Tyrosin und Glycy!l- 
Glycin durch Colibakterien, ferner die Umwandlung von Tyrosin in p-Oxy- 
phenylamin. Bei diesem Versuch entstanden nebenher auch geringe Mengen 
von aromatischen Oxyséuren, die nicht naher differenziert wurden. 


1 Zentralbl. f. Bakt. 73, 406. 
2 Jahrb. f. Kinderheilkde. 99, 181, 1922. 
% Diese Zeitschr. 41, 174, 1912; 59, 429, 1914. 
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Nach diesen Befunden mu8 es als durchaus nicht fernliegend 
erscheinen, da8 unter den Versuchsbedingungen die Bakterien auch 
Hydrolyseprodukte, die nicht Glucose sind, angreifen und sie in Saure 
oder auch direkt in Gas verwandeln und so die Vergarung von Glucose 
vortauschen. Da die Gesamtreduktionswerte nicht auf Glucose zu 
beziehen sind, geht aus den Versuchen, selbst unter der Annahme, 
daB die Bakterien nur glykolysiert haben, zu Geniige hervor. 

Wir haben ebenfalls Versuche mit einer Aminosaéure und einem Dipeptid 
angestellt, ohne jedoch dabei zu Resultaten zu kommen, die zu_ einer 
Klarung der Ergebnisse mit den Hydrolysaten von Blutplasma und Witte- 
pepton beitragen. 

Versuch. 

d, 1-Alanin, wasserige Lésung, 8 mg und 16 mg auf 1,0cem = 1,28 mg 
N und 2,56mg N. In NicolaigeféBen mit Colibakterien behandelt. Die 
CO,-Werte sind auf ,,Glucose* umgerechnet. 


lé6mg Alanin. 
3.64 3,79 2,79 cmm CO, 
= 0,014 0,015 0,011 mg Glucose 





: 8mg d, 1-Alanin. 


1,44 1,24 2,35 emm CO, 
= 0,006 0,005 0,009 mg Glucose 


Reduktionswert von 16 mg des verwendeten d, l-Alanins nach Hagedorn- 
Jensen als Glucose ausgedriickt: 
0,008, 0,008, 0,008, 0,007, 0,007 mg. 


Versuch. 
|-Leucyl-Glycin, wasserige Lésung, 18,8 und 9,4mg auf lecm = 2,8 
und 1,4mg N. 
18,8 mg Leucyl-Glycin. 
8,8 10,2 [4,4] 9,8 emm CO, 
= 0,035 0,041 0,039 mg Glucose 


9.4mg Leucyl-Glycin. 
3,35 2,8 3,1 cmm CO, 
= 0,013 0,011 0,012 mg Glucose 


Reduktionswert von 18,8 mg Leucyl-Glyein, nach Hagedorn-Jensen 
als Glucose ausgedriickt, 
0,003 0.003 mg. 


In diesen Versuchen kann aus dem angewandten Substrat (Alanin, 
Leucy!-Glycin} keine nennenswerte CO,-Bildung konstatiert werden. 


Es wurde zunichst die Frage der unmittelbaren Gasentwicklung 
geprift. Zu diesem Zwecke wurde ein Teil der NicolaigefaBe mit bi- 
carbonatfreier Ringerlésung beschickt. Trat in diesen GefaBen eine 
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Drucksteigerung auf, so konnte sie nicht auf CO, zu beziehen sein, die 
durch eine fixe Siure aus dem Bicarbonat ausgetrieben war. Uber 
die Natur des so gebildeten Gases war damit noch nichts ausgesagt. 
Es sollte zunachst als CO, berechnet werden. 


Vorversuch. 


Ansatz wie bei dem letzten Versuch mit Wittepepton. Es wird jetzt 
nur das 12-Stunden-Hydrolysat untersucht. 





Gesamte Gasentwicklung Direkte Gasentwicklung 
(in bicarbonathaltiger Ringerlésung) (in bicarbonatfreier Ringerlésung) 
fiir 4,97mg Pepton = 0,65mg N fiir 4,97 mg Pepton = 0,65 mg N: 
50,4 48,9emm CO, 28,9emm CO, 
~ 49,6 
= 0,202 0,196 mg ,,Glucose“ = 0,115 mg ,,Glucose“. 
0,199 
Berechnet fiir 9.95 mg Pepton = 1,3 mg N: 
99,2. cmm CO, 57,8 cmm CO, 
= 0.398 mg ,,Glucose“ == 0,230 mg .,Glucose‘ 


Differenz: 41,4 emm CO, 
= 0,166 mg ,,Glucose“ 


Versuch 1. 

Ansatz wie vorher. Es wird das 12-Stunden-Hydrolysat untersucht. 

Da sich aus dem vorigen Versuch ergeben hatte, daB ein betrachtlicher 
Teil des entwickelten Gases als nicht aus Bicarbonat ausgetriebene CO, 
aufzufassen ist, wurde in diesem und dem folgenden Versuch noch be- 
sonderer Wert auf den zeitlichen Verlauf der Gasentwicklung gelegt. Es 
ergah sich dabei, da®B auf einen ersten schnellen Druckanstieg ein iiber 
mehrere Stunden sich erstreckender, allmahlich immer geringer werdender 
folgt. Das auf diese Weise ganz allmahlich noch entwickelte Gas macht 
etwa !/, bis !/, der gesamten Gasmenge aus. Die bisher beobachteten Werte 
sind also durchweg als zu niedrig anzusehen. 


Gesamte Gasentwicklung in bicarbonathaltiger Ringerlésung: 
4,97 mg Pepton = 0,65mg N 
132,4 112,4emm CO, 
— 
122,4 
== 0,530 0,450 mg ,,Glucose‘ 
—__ 


ae 


0,490 
Direkte Gasentwicklung in bicarbonatfreier Ringerlésung: 
4,97 mg Pepton = 0,65mg N 
116,9 124,.9emm CO, 
120,9 
= 0,468 0,500 mg ,,Glucose“ 


0,485 
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Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N: 


Direkte Gasentwicklung 
241,8cmm CO, 
= 0,970 mg ,,Glucose*‘ 


Gesamte Gasentwicklung 
244,8cmm CO 

= 0,980 mg ,,Glucose“ 

Diese fast véllige Ubereinstimmung scheint auf Grund des vorigen 

und der folgenden Versuche nicht den wirklichen Verhaltnissen zu ent- 

sprechen. Worauf sie in diesem Falle zuriickzufiihren ist, ist nicht zu sagen. 


Versuch 2. 
Ansatz wie oben. 
Gesamte Gasentwicklung in bicarbonathaltiger Ringerlésung: 
4,97 mg Pepton = 0,65 mg N 
158,0 166,0emm CO, 
162.0 
= 0,632 0,665 mg .,Glucose‘‘ 
0,648 
Direkte Gasentwicklung in bicarbonatfreier Ringerlésung: 
4.97 mg Pepton = 0,65mg N 
133,5 136,5emm CO, 
135,0 
= 0,535 0,546 mg ,,Glucose“ 
(ee 
0,540 


Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N: 


Direkte Gasentwicklung 


270,0cmm CO, 
= 1,08 mg ,,Glucose“ 


vesamte Gasentwicklung 
324,0cmm CO, 
- 1,295 mg ,,Glucose“‘ 


Differenz: 54,0cmm CO, 
= 0,215 mg ,,Glucose“ 
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Minuten 
Abb. 1. 
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Wir sehen aus den vorangehenden Versuchen, daB die Colibakterien 
aus einem Peptonhydrolysat direkt nennenswerte Mengen Gas, wie 
wir zunachst annehmen wollen CO,, entwickeln kénnen. AuBerdem 
miissen aber auch fixe Saiuren gebildet werden, denn arbeitet man in 
Parallelversuchen in bicarbonathaltiger und bicarbonatfreier Ringer- 
lésung, so findet man, wenn man von dem einen angefiihrten Versuch 
absieht, daB in bicarbonathaltiger Ringerlésung mehr Gas entwickelt 
wird als in bicarbonatfreier. 


Die beiden folgenden Versuche sollten dazu dienen, niheren Auf- 
schlu8 tiber die Natur des Gases zu erhalten, vor allem, ob es sich in 
der Tat um CO, handelt und die Berechnung auf Grund dieser An- 
nahme zu Recht besteht. Es wurde daher in jedem Versuch als weitere 
Parallele ein GefiB mit einer KOH-Einlage verwendet. 


Versuch 3. 
Ansatz wie vorher. 
Gesamte Gasentwicklung in bicarbonathaltiger Ringerlésung: 
Fiir 4,97 mg Pepton = 0,65mg N 
160,0 164,7emm CO, 
Ce 
162,6 
0,640 0,660 mg ,,Glucose‘ 
a 
0,650 
Das GefaiB mit der KOH-Einlage zeigte in den ersten 5 Minuten des 
Versuchs einen kleinen Druckanstieg, der nach 10 Minuten wieder aus- 


geglichen war. Dann fiel der Druck kontinuierlich. Am Ende des Versuchs 
herrschte ein Druck von —- 67,0e¢mm CQg,. 
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Direkte Gasentwicklung in bicarbonatfreier Ringerlésung: 
4,97 mg Pepton = 0,65 mg N 
105,8 116,8emm CO, 
ae NY 
111,3 
= 9,423 0,465 mg .,Glucose“ 





0,445 

Das GefaB mit der KOH-Einlage zeigte ein im wesentlichen gleiches 
Verhalten, nach kurzdauerndem Druckanstieg ein kontinuierliches Sinken 
des Druckes bis — 38,0 emm CQg. 

In dem zweiten Versuch wurde nur mit bicarbonathaltiger Ringer- 
lésung gearbeitet, da es sich in dem ersten herausgestellt hatte, daB sowohl 
in bicarbonathaltiger wie in bicarbonatfreier Ringerlésung das gesamte 
entwickelte Gas an KOH gebunden wird und das direkt entwickelte Gas 
ja in dem gesamten Gas enthalten sein muB. ’ 


Versuch 4. 
Ansatz wie vorher. 
Gesamte Gasentwicklung in bicarbonathaltiger Ringerlésung : 
2,49 mg Pepton = 0,325mg N 
60,7 62,5emm CO, 
ae 
61,6 
0,243 0,250 mg ,,Glucose*‘ | 
Ce 
0,246 
In dem GefaéB mit KOH-Einlage auch dieses Mal zunachst ein geringet 
Druckanstieg, dem dann ein Sinken des Druckes folgt. Die Druck- 
verminderung betragt zu Ende des Versuchs 15,1 emm CQ,,. 
Ein Leerversuch, der kein Hydrolysat des Wittepeptons enthielt, 
sondern nur Ringerlésung, Colisuspensionen und KOH, zeigte in der gleichen 
Zeit einen Druckabfall von 5,25emm COQ,. 


In jedem Falle ist nachgewiesen, daB das gesamte entwickelte Gas 
als CO, anzusehen ist. Worauf der eigenartige Druckabfall im Laufe 
des Versuchs zuriickzufiihren ist, bedarf einer weiteren Untersuchung. 


Aus diesen letzten Versuchen geht hervor, das nur etwa ein Drittel 
bis ein Viertel des entwickelten Gases CO, ist, die durch Saure aus dem 
Bicarbonat ausgetrieben wird, wahrend die restliche CO, unmittelbar 
entwickelt wird. Von dem gesamten entwickelten Gas kénnen also 
in keinem Falle mehr als dieses Drittel oder Viertel auf Glucose bezogen 
werden. Dadurch erfaihrt die schon geiuberte dahingehende Ver- 
mutung eine Bestatigung. 


Im folgenden wurde versucht, die etwa anwesende Glucose zu 
entfernen und ihren wahren Wert aus der Differenz der Befunde vor 
und nach ihrer Entfernung zu berechnen. Hierzu wurde die Kupfer- 
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Kalkfallung nach Salkowski und die Vergirung der Glucose durch 
Hefe in Anwendung gebracht. 

Die Ergebnisse mit der Kupfer-Kalkfallung waren so uneinheitlich, daB 
auf eine genauere Darlegung verzichtet werden soll. Die Werte, die sich 
als restliche CO, ergaben, schwankten zwischen 40,5 und 179,0 emm CO, 
fiir die Versuchsanordnung in bicarbonathaltiger Ringerlésung, wahrend in 
bicarbonatfreier Ringerlésung das eine Mal iiberhaupt keine Gasentwick- 
lung beobachtet wurde, in dem anderen Falle die Gasmenge 108,4 emm 
CO, fiir 9,95mg Pepton betrug. Die Versuche bewiesen nur, dal 
ein Teil der gasbildenden Substanz mit der Fallung niedergeschlagen 
wurde, zeigen aber auch gleichzeitig, daB es sich dabei um einen 
nicht nur auf Kohlehydrate gerichteten Vorgang handelt, denn die direkt 
gasbildende Substanz, die bestimmt nicht Glucose sein kann, wurde in 
dem einen Falle auf Null reduziert, wihrend sie in dem anderen Falle auf 
etwa die Hialfte bis ein Drittel der sonst beobachteten Werte vermindert 
wurde. 

Von dieser Versuchsanordnung war also keine weitere Klarung zu 
erwarten. 

Sehr einheitlich waren dagegen die Ergebnisse, die mit der Glucose- 
entfernung durch Hefe erzielt wurden. Die Technik war folgende: Frische 
Backerhefe wurde mit destilliertem Wasser gewaschen (5g Hefe mit 
15cem Wasser je fiinfmal), je 5g gewaschene Hefe mit 15 ccm 
Wasser aufgeschwemmt und zu dem _ gereinigten Hydrolysat des 
Wittepeptons das gleiche Volumen Hefeaufschwemmung  zuge- 
geben. Die Mischung wurde in den Brutschrank gestellt und 
dort unter mehrmaligem Umschiitteln bei 37° 3 Stunden stehen- 
gelassen. Nach 3 Stunden wurde die Hefe durch Zentrifugieren 
entfernt und die tiberstehende klare Fliissigkeit fiir den Versuch 
verwendet. 

In einem Vorversuch wurde gepriift, ob die Hefe in wasseriger Auf- 
schwemmung wahrend des Aufenthalts im Brutschrank Stoffe produziert, 
die von den Colibakterien unter den Bedingungen des Versuchs angreifbar 
sind, und ferner, ob sie imstande ist, Glucose in wasseriger Lésung in der 
angegebenen Zeit vollkommen zu vergiren, so daB unter der Colieinwirkung 
keine Gasentwicklung mehr entsteht. 

a) 10cem MHefeaufschwemmung + 10cem Wasser, 3 Stunden im 
Brutschrank bei 37°, Abzentrifugieren der Hefe, dann Behandlung der 
hefefreien Fliissigkeit mit Colibakterien 

— 7,7, —5,iemm CQ,. 


b) 10cem Hefeaufschwemmung + 10 ccm 1,34°/ 9ige Glucoselésung, 
in gleicher Weise behandelt, 


— 7,85, —2,4emm CQ,. 


In beiden Fallen fand sich also eine geringe Druckabnahme in 
den Manometern. Der Colileerversuch mit destilliertem Wasser und 
Ringerlésung zeigte in der gleichen Zeit eine Druckabnahme von 
2,lemm CQg,. 
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Es werden also durch die Hefe keine, durch Bact. coli angreifbare 
Produkte erzeugt, und zugegebene Glucose wird in der Zeit von 3 Stunden 
vollkommen entfernt. 

Ein weiterer Versuch mit Hefeaufschwemmung und Hydrolysat 
von Wittepepton wurde angesetzt, um zu sehen, ob in demselben 
Praparat durch Coli dieselbe Menge CO, gebildet wird oder nicht, 
wenn durch Hefe die eventuell vorhandene Glucose vergoren worden ist. 

Schon dieser Vorversuch sowie die folgenden Versuche zeigen, 
daB vor und nach Hefebehandlung Gas entwickelt wird, und zwar 
beide Male in gleichen Mengen, wodurch bewiesen ist, daB aus 
Wittepeptonhydrolysat direkt und indirekt entwickelte CO, nichts mit 
Glucose zu tun hat. 

10 cem Hefeaufschwemmung + 10 ccm gereinigtes Filtrat vom Hvydro- 
lysat des Wittepeptons = 2,84 mg Pepton: : 

81,0 86,5cemm CO, 


a 


83,75 
0,324, 0,346 mg .,Glucose* 
oe 
0,335 
Ohne Hefebehandlung (2,48 mg Pepton): 
64,5 71,4cemm CO, 


68,0 
0,258 0,285 mg ,,Glucose* 
catinaieaninisindamaioa’ 
0,271 
Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1.3 mg N: 

Vor Hefebehandlung Nach Hefebehandlung 
273,0 enum CO, 299,0cemm CO, 
1,090 mg .,Glucose*‘ 1,171 mg .,Glucose* 

Versuch. 


10 ccm Hefeaufschwemmung + 10 cem gereinigtes Filtrat vom Hydro- 

lysat des Wittepeptons, 3 Stunden im Brutschrank bei 37°, dann Ab- 

zentrifugieren der Hefe und Behandlung der hefefreien Fliissigkeit mit 
Colibakterien (fiir 2,84 mg Pepton): ; 
77,4 75,4emm CO, } 


—_—_—_—-_—— 


76,4 
= 0,309 0,301 mg ,,Glucose*‘* 
0.305 


Ohne Hefebehandlung (2,48 mg Pepton): 
64,8 68,3cemm CO, 


enna a 
66,5 


0.259 0,273 mg ,,Glucose** 


0,266 
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Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N: 


Ohne Hefebehandlung Nach Hefebehandlung 
266,0 emm CO, 267,0 cmm CO, 
= 1,06 mg Glucose = 1,07 mg Glucose 
Versuch. 


Anordnung wie vorher. 
Nach Hefebehanidung (2,84 mg Pepton): 
76,6 83,lemm CQO, 
79.8 
= 0,306 0,332 mg Glucose 
0,319 
Ohne Hefebehandlung (2,48 mg Pepton): 
67,2 70,2cmm CO, 
~ 68,7 
0,269 0,281 mg Glucose 


Berechnet fiir 9,95 mg Pepton = 1,3 mg N: 


Ohne Hefebehandlung Nach Hefebehandlung 
275,0 emm CO, 279,0 emm CO, 
= 1,10 mg Glucose = 1,11 mg Glucose 


Es findet sich eine vollkommene Ubereinstimmung in den Werten 
der durch Coli gebildeten CO, vor und nach Hefebehandlung. Der 
durch Coli angegriffene Kérper kann also keine Glucose sein. Es ist 
somit durch schrittweises Vorgehen der Nachweis gefiihrt worden, dal 
die in Analogie zu den Befunden beim Kaninchenblutplasma auch in 
Hydrolysaten von Wittepepton auftretenden sehr hohen Reduktions- 
und Gaswerte nicht auf Glucose zu beziehen sind. 


Die aus dem Wittepepton gewonnenen Erfahrungen wurden 
nunmehr auf die Versuche mit Kaninchenblutplasma iibertragen, da 
mit diesem Material unsere Untersuchungen tiber den EiweiBzucker 
begonnen worden waren. Da sich die Versuchsanordnung mit der 
Entfernung etwaiger Glucose durch Hefe als die zuverlassigste heraus- 
gestellt hatte, kam sie in entsprechender Weise an dem Kaninchenblut- 
plasma zur Anwendung. 

Von einer Bestimmung der Reduktionsfahigkeit des hydrolysierten 
Plasmas wurde Abstand genommen; denn Neuberg' konnte schon 
1910 nachweisen, daB nach der Behandlung von _ glucosehaltigen 


1 Neuberg, diese Zeitschr. 24, 423, 1910. 
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} Lésungen mit Hefe in den glucose- und hefefreien Lésungen je nach 
der Art der Hefe und je nach der Art der Priifung auf Reduktions- 
fahigkeit bald eine solche gefunden, bald vermi8t wird. 

Deshalb wurde nur die Gasbildung durch Colibakterien verwendet. 
Als Differenz zwischen den Werten vor und nach Hefebehandlung 
des hydrolysierten Plasmas muBte der vorher bestimmte freie Plasma- 
zucker gefunden werden. 

Ansatz. 


10cem Kaninchenplasma + 37cem H,O + 3cem H,S0O,, 4,5 mol., 
werden am RiickfluBkiihler bis zum Verschwinden der Ejiweibreaktion 
mit Sulfosalicylsiure gekocht. 

5,00 ccm des Hydrolysegemisches = 1,00 ccm Kaninchenplasma werden 
mit NaOH 2n neutralisiert, bis 7,5ccm mit H,O aufgefiillt, mit 2,5 cem 
Liquor ferri oxyd. dialys. (Merck) ausgeschiittelt. 

Abzentrifugieren des Niederschlags. Zum Versuch werden 0,5 cem 
der klaren Fliissigkeit = 0,05ccm Plasma verwendet. 

10cem der erwaihnten klaren, vom Fe(OH).-Niederschlag befreiten 
Fliissigkeit werden mit 10cem 25°%iger Hefesuspension auf 3 Stunden 
bei 37° in den Brutschrank gestellt, danach die Hefe abzentrifugiert. 

Zum Versuch wird leem der hefefreien Fliissigkeit entsprechend 
0,057 ecem Plasma verwendet. 

Versuch. 


Bestimmung der freien ,,Glucose* im unhydrolysierten Plasma 
(nach Hagedorn-Jensen) in 0,1 ccm Plasma: 
0,168 0.168 mg Glucose 


ee ee 
0,168 
Bestimmung der ,,Glucose* im hydrolysierten Plasma (mit der 
Colimethode). 


Vor Hefebehandlung (in 0,05 ccm Plasma): 
78,7 81,2 cemro CO, 
—__ = 
79,9 
= 0,315 0,324mg Glucose 
—_—_——_ 
0,320 
Nach Hefebehandlung (in 0,057 ccm Plasma): 
67,4 69,4cemm CO, 


i aeeenaicaeemead 


68,4 
= 0,269 0,277 mg Glucose 
i outehemaneanetitlitnniinmmenntiantn 


0,273 


Berechnet fiir 0,1 cem Plasma: 


Vor Hefebehandlung Nach Hefebehandlung 
160,0 emm CO, 119,0cmm CO, 
= 0,640 mg Glucose = 0,475 mg Glucose 
Pe eee ‘ . . « « « « « 0,165 mg Glucose 


gefunden (nach Hagedorn-Jensen) . . . . 0,168 ,, - 
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Versuch. 
Das gleiche Plasmahydrolysat wie im vorherigen Versuch. Bestimmung 
der ,,Glucose‘‘ mit der Colimethode. 
Vor Hefebehandlung (in 0,05 cem Plasma) : 
84,9 87,9emm CO, 
ee Cente 
86,4 
= 0,339 0,352 mg Glucose 
— 
0,345 
Nach Hefebehandlung (in 0,057 ccm Plasma): 
74,9 75,lemm CQ, 


naan sence 
75,0 
0.300 0,300 mg Glucose 
esahiiesiing ania 
0,300 
Berechnet fiir 0,1 cem Plasma: 
Vor Hefebehandlung Nach Hefebehandlung 
172,8 cmm CO, 130,5 cmm CO, 
= 0,690 mg Glucose = 0,522 mg Glucose 
SO ga 5 ke oe se te) s « « 6 O66 me Glucose 


gefunden (nach Hagedorn-Jensen) . . . . 0,168 ,, me 
Versuch. 


Das gleiche Plasmahydrolysat. Bestimmung der ,,Glucose‘‘ mit der 
Colimethode. 


Vor Hefebehandlung (in 0,05 ccm Plasma): 
83,3 85,4cemm CO, 
Ie — ~S 
84,3 
= 0,333 0,341 mg Glucose 
0,337 


Nach Hefebehandlung (in 0,057 ccm Plasma): 
76,2 73,8cemm CO, 


"75,0 
= 0,305, 0,295 mg Glucose 
0,300 
Berechnet fiir 0,1 cem Plasma: 
Vor Hefebehandlung Nach Hefebehandlung 
168,6cmm CO, 131,0cmm CO, 
= 0,674 mg ,,Glucose* 0,521 mg ,,Glucose“ 


SOUPS is a ss se ow o's OR eae Gieoee 
gefunden (nach Hagedorn-Jensen) . . . . 0,168 ,, 
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Fassen wir die Ergebnisse der letzten drei Versuche zusammen, 
so sehen wir zunichst, daB in dem verwendeten Kaninchenblutplasma 
die nach Hagedorn.Jensen bestimmte Glucose in 0,1 cem 0,168 mg 
betragt. Vergleichen wir damit die mittels der Colimethode als 
Differenz vor und nach Hefebehandlung bestimmten Glucosemengen, so 
finden wir: 0,165, 0,168, 0,152 mg. Es stimmte also in diesen Versuchen 
die berechnete mit der gefundenen Glucose gut tiberein, mit anderen 
Worten, es wurde durch die Hydrolyse aus dem Eiweif des Kaninchen- 
blutplasmas keine Glucose (oder Fructose) in Mengen, die mit der Coli- 
methode erfaBbar sind, in Freiheit gesetzt. Das spricht gegen die An- 
nahme, daB neben der freien Glucose im Plasma noch gréBere Mengen 
an das EiweiB gebunden existieren, die durch Hydrolyse in Freiheit 
gesetzt werden kénnen. Aus der Steigerung der Reduktionswerte nach 
Hydrolyse kann ein Auftreten von Glucose nicht geschlossen werden. 
Auch die Behandlung des Hydrolysats mit Hefe und die Feststellung 
etwaiger Unterschiede in der Reduktionsfahigkeit vor und nach Hefe- 
behandlung ergibt, nach den schon erwaihnten Untersuchungen von 
Neuberg, keine verwertbaren Resultate. 

Dagegen scheint in der Colimethode die Méglichkeit gegeben zu 
sein, zu eindeutigeren Ergebnissenzu gelangen. 

Unberiihrt von diesen Feststellungen bleiben selbstverstandlich 
die Untersuchungen, die das Vorkommen von Mannose nachgewiesen 
haben!. Doch sind die gefundenen Mannosemengen so gering, daB sie 
nur einen unbedeutenden Bruchteil des Zuwachses an Reduktions- 
fahigkeit nach Hydrolyse ausmachen kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Die im normalen menschlichen Blute mit der Reduktionsmethode 
nach Hagedorn-Jensen bestimmte Glucose und die mit der Colimethode 
gasvolumetrisch bestimmte geben itibereinstimmende Werte. Die 
Tatsache, daB die mit einer Reduktionsmethode und mit einer biologi- 
schen Methode gewonnenen Glucosewerte iibereinstimmen, spricht 
dafiir, daB mit beiden Methoden nur Glucose bestimmt wird. 

2. Die Versuche gaben keinen Anhaltspunkt dafiir, daB bei der 
Hydrolyse von Blutplasma Glucose entsteht. 


1 Zu dem Problem des Blutzuckers vgl. die neueren Arbeiten von 
Bierry, C. r. Soc. Biol. 101, 20, 544, 1929; ferner Bigwood und Waillot, 
Bull. Soc. de Chimie Biologique 11, 1204, 1219, 1929; Fontés und Thivolle, 
ebenda 5, 1912. 
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Asymmetrische 
Esterifizierung durch Schweinepankreasesterase'. 


Von 
P. Rona und R. Ammon. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1929.) 
Dem Andenken £. J. Lessers. 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Gleichgewichte bei der Hydrolyse und Synthese von Fetten 
bzw. Estern durch Lipasen untersuchten T'aylor®, Pottevin®, Jalander4, 
Bodenstein und Dietz® und Dietz®. Die beiden letzten zeigten in ihrer 
Untersuchung, da8 bei der Synthese und Hydrolyse von i-Amylbutyrat 
durch Schweinepankreaslipase ein von beiden Seiten erreichbares 
Gleichgewicht sich einstellt. Da die Enzyme bei der Hydrolyse eine 
zum Teil scharf ausgepriigte stereochemische Spezifitat aufweisen, 
so ist\zu erwarten, daB die enzymatische Synthese des Substrats 
mdéglicherweise asymmetrisch ist. Bei den Lipasen sind die syntheti- 
sierenden Wirkungen bisher nicht unter Beriicksichtigung der stereo- 
chemischen Verhaltnisse untersucht worden. Mit diesem Problem 
beschaftigt sich die vorliegende Arbeit. 


Da in friiheren Arbeiten der Mandelsiuremethyl- und athylester 


fiir asymmetrische Verseifungsversuche diente, so wurde zuniichst 
untersucht, ob sich bei Anwendung von d, l-Mandelsdiure, Methyl-, 
Athyl- und Amylalkohol und Schweinepankreas- und -leberlipase und 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 Journ. of biol. Chem. 2, 87, 1906; Zeitschr. f. physik. Chem. 69, 
585, 1909. 
C. R. 136, 767, 1903; Bull. Soc. Chim. 35, 693, 1906. 
Diese Zeitschr. 36, 435, 1911. 
Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 279, 1907. 
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Takaesterase iiberhaupt eine Estersynthese feststellen lat, die durch 
Abnahme der Titrationsaziditat leicht ermittelt werden kann. In allen 
diesen Ansiitzen konnte bisher keine Synthese beobachtet werden. 
Es wurden daher die Versuche von Bodenstein und Dietz unter den 
weiter unten angegebenen Versuchsbedingungen mit n-Buttersiure, 
i-Amylalkohol und Schweinepankreaslipase angesetzt, mit dem Er- 
gebnis, da8 eine deutliche Abnahme des Siuregehalts erfolgte. Diese 
Versuche sollen spiter mit reinem optisch-aktiven Amylalkohol in 
Angriff genommen werden. 

Als erfolgreich erwiesen sich Versuche mit gewéhnlicher Milch- 
siure und Schweinepankreaspulver. Hier zeigte es sich, daB unter 
bestimmten Bedingungen nach einer gewissen Zeit der Sauregehalt 
der einzelnen Ansitze deutlich abnahm und da diese Abnahme auf 
einer Esterbildung beruhte. Es galt also, diese durch die Schweine- 
pankreaslipase bewirkte Synthese unter Beriicksichtigung der stereo- 
chemischen Verhaltnisse, und zwar nur bei der Milchséure zu studieren. 
Es wurde als Ziel der Arbeit betrachtet, zu untersuchen, welche der 
optisch-aktiven Modifikationen der Milchsaure eventuell schneller 
synthetisiert wird, wahrend der Amylalkohol (obwohl selbst schwach 
optisch-aktiv) als konstantes Glied betrachtet wurde. Dies sollte 
durch die chemische Aufarbeitung und polarimetrische Untersuchung 
der Ansiitze mit d, l-Milchsiiure und vergleichende Versuche mit reiner 
d-, d, 1l- und |-Milchsaure ermittelt werden. 

Die Versuche wurden durchweg folgendermaBen ausgefiihrt : 

Es wurden Ampullen benutzt, die die Milchséure in einer Molaritdt 
von annihernd 0,06, 6°% Wasser, Amylalkohol zu 40 cem und 0,6 g Schweine- 
pankreaspulver enthielten. Jeder Ansatz bestand aus 4 bis 15 Ampullen, von 
denen die erste oder die beiden ersten sonst genau so gefiillt waren, nur kein 
Ferment enthielten. Diese dienten zur Priifung auf eine éuBerst geringe Eigen- 
veresterung der Milchsiure zum Amyllactat. Diese Eigenveresterung wurde 
nicht in Rechnung gezogen. Die Fiillung der Ampullen geschah so, da{ zuerst 
die Milchséiure (etwa 0,3 ccm) einpipettiert wurde, deren Séuregehalt 
durch Titration genau bekannt war, dann kamen 2,4ccm Wasser hinzu 
und 2,3 und 15cem Amylalkohol. Es wurde sorgfaltig darauf geachtet, 
den etwa 16cm lJangen Hals der Ampullen nicht mit der Pipettenspitze 
zu beriihren. Dann wurden je 0,6g Fermentpulver unter dauerndem 
Schiitteln durch einen langhalsigen Trichter und die noch fehlenden 20 cem 
Amylalkohol hinzugefiigt. Jede Ampulle wurde darauf 3 Minuten ge- 
schiittelt, denn es zeigte sich, daB in dieser Zeit bei den Ansitzen ohne 
Ferment eine Lésung des Wassers im Amylalkohol und damit eine voll- 
kommene Klarung erfelgte. Die fermenthaltigen Fliissigkeiten wurden 
in einer Emulsion erhalten. Je 3 ccm wurden mittels einer schmalen Voll- 
pipette entnommen und unter Zusatz von 10 cem absolutem Alkohol, um 
den bei der Titration ausfallenden Amylalkohol in Lésung zu halten, und 
Methylrot mit n/100 Natronlauge titriert, deren Titer mit derselben Pipette 
bestimmt wurde. Die Ampullen wurden dann zugeschmolzen und in einem 
Schiittelapparat befestigt, der sich in einem Brutschrank von 38° befand. 


3* 
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Nach einer gewissen Zeit wurden die Schiittelungen unterbrochen. Die 
Ampullen wurden geéffnet und nachdem wieder je 3cem entnommen 
waren, wurden sie wieder zugeschmolzen und in den Brutschrank zuriick- 
gesetzt (siehe Tabellen I und auch III und IV). 


Tabelle I. 


Abnahme des Milchséiuregehalts pro 3cem. Ampulle Nr. 3 Ansatz mit 
d, l-Milchséure ohne Ferment, Nr. 2 und 28 mit Pankreaspulver. 








= & = z eet = 2 = co) 
= =~ = =~ = = 
. = 3 = E} Esz = 3 = S 
— 3s z x = od an z = 2 = 
3 Zz fa Zz z 32S Z x Zz Z 
= = = = = PI = = = = 
= = = = = cae = = = = 
=< — = = = r= _ = = = 
=) r} — | & 
mg mg ecm mg cem mg 


ecm mg ecem 


3 | 20,30, 18,3 20,05 181 O2 19,45 172 : ; 
2/1890 17,0 11,60 1045 655 1029 920 780 9,95 895 805 
28 | 18,90) 17,0 12,05 10,85 615 10,15] 9,15 


Mittelwert: 6,35 7,85 8,20 


Um die asymmetrische Synthese festzustellen, muBbte d, 1-Milch- 
siure angewandt und der Ampulleninhalt nach einer gewissen Zeit 
chemisch aufgearbeitet werden. Die d, l-Milchsiure wurde aus razemi- 
schem Zinklactat (Merck) durch Lésen einer Menge des Salzes in etwa 
5%%,iger Schwefelsiure und kontinuierliche Atherextraktion bereitet. 
Nach dem Abdampfen des Athers auf dem Dampfbad und im Vakuum- 
exsikkator hinterblieb die d, 1-Milchsaure als dlige Fliissigkeit. 

Zur Darstellung der optisch-aktiven Milchséuren wurden nach P. Rona 
und R, Itelsohn-Schechter! die optisch-aktiven Zinklactate aus gew6hnlicher 
Milchsaéure mittels Morphins bereitet, aus denen dann analog zur d, l-Saure 
die beiden optisch-aktiven Modifikationen der Milchséure hergestellt 
wurden. Das d-Zink-(1)-lactat hatte ein spezifisches Drehungsvermégen 


von [al = + 8,0° (c — 2,49; 1= 1dm; a= + 0,20°), das 1-Zink-(d)- 
lactat von [a]? = — 7,5° (ec = 2,41; 1 = 1dm; a = — 0,18°). Die frisch 
bereitete d-Milchsiure hatte ein [a]7? von + 2,08° (c = 7,7; 1 = 1dm; 
a = + 0,16°), die 3 Tage alte l-Milchsaure [a]#? = — 1,3°(¢ = 7.7;1 = 1 dm; 
a = — 0,10°). Uber diese Milchséuren siehe spiter 8.40. Als Amyl- 


alkohol diente der iso-Amylalkohol (Kahlbaum, reinst, zur Analyse), der 
im l-dm-Rohr ein a von — 1,10 bis — 1,14° hatte. 

Bei der chemischen Aufarbeitung der Ansatze mit d, l-Milchsaure, 
die analog den friiheren Arbeiten tiber die asymmetrische Verseifung 
der d, 1-Mandelsaiure- und Milchsaéureester? erfolgte, wurde der Inhalt 
jeder Ampulle, nachdem in je 3 ccm der genaue Sauregrad festgestellt 
worden war, zentrifugiert, um ihn so vom Ferment zu befreien. Das 


1 Diese Zeitschr. 208, 293, 1928. 
2 P. Rona und R. Ammon, diese Zeitschr. 181, 49, 1927; P. Rona und 
R. Itelsohn-Schechter, ebendaselbst 197, 482, 1928; 208, 293, 1928. 
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vollig klare Zentrifugat wurde vorsichtig mit einer MeBpipette ab- 
gehoben, wobei die jeweilige Kubikzentimeterzahl notiert wurde. 
Die vereinigten Zentrifugate wurden auf Grund der Saurezahl fiir je 
3ccm mit der berechneten Menge 0,02 oder 0,01 n Natronlauge unter 
starkem Schiitteln versetzt, die dann schwach lackmusalkalisch waren. 
Der Amylalkohol bildete dabei eine Emulsion, die schnell zentrifugiert 
wurde. Der Amylalkohol wurde abgehoben. Auf diese Weise wurden 
zwei Fliissigkeiten erhalten: Die wasserige, die die gesamte unveresterte 
Milchsiure in Form ihres Natriumsalzes und noch gewisse Mengen 
gelésten Amylalkohols und Amzyllactats enthielt, und zweitens der 
Amylalkohol mit der Hauptmenge des gebildeten Esters. Die wisserige 
Fliissigkeit wurde mit gréBeren Athermengen extrahiert, danach im 
Wasserstrahlpumpenvakuum eingeengt, dann mehrere Stunden kon- 
tinuierlich mit Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakté wurden 
abgedampft und mit der Hauptmenge des abzentrifugierten Amyl- 
alkohols vereinigt. Dieser esterhaltige Amylalkohol wurde mit 0,02 n 
Natroalauge versetzt und blieb unter hiaufigem Schiitteln etwa 
36 Stunden zur Verseifung des gebildeten Amyllactats stehen. Dann 
wurde der Amylalkohol unter Ersatz des verdampfenden Wassers 
auf dem Wasserbad abgedampft, die schwach alkalische Lésung im 
Wasserstrahlpumpenvakuum eingeengt und zur Entfernung der letzten 
Spuren von Amylalkohol einige Stunden mit Ather extrahiert. Dieser 
Ather wurde verworfen. So sind zwei natriumlactathaltige Fliissig- 
keiten gewonnen worden: Die erste, die die gesamte unveresterte Milch- 
siure, und die zweite, die die veresterte Milchsiure enthalt. Nach dem 
Ansiiuern jeder dieser Lésungen im Extraktionsapparat mit n Schwefel- 
siure wurden die freigesetzten Milchsiuremengen 15 Stunden kon- 
tinuierlich mit Ather extrahiert. Nach dem Abdampfen des Athers 
hinterblieben Milchsiuremengen, die nach Wasserzusatz auf dem Wasser- 
bad zunichst mit einem Uberschu8 von Zinkoxyd behandelt wurden. Die 
Filtrate enthielten nun die gesamte unveresterte Milchsaure und die ver- 
esterte Milchsiure in Form ihrer Zinklactate. Nach dem Einengen auf 
dem Wasserbad schied sich zuerst das d, l-Zinklactat ab, das abfiltriert 
wurde, waihrend das Filtrat, das nun hauptsiachlich optisch-aktives 
Zinksalz enthielt, auf ein bestimmtes Volumen (5 bis 10 cem) gebracht 
wurde. Das abgeschiedene d, ]-Zinklactat wurde in Lésung und auch auf 
ein Volumen von 5 bis 10cem gebracht. Es wurden folgende vier 
Zinklactatlésungen erhalten: la. Unveresterte Milchséure als d, |-Zink- 
lactat und Ib. als optisch-aktives Zinksalz und 2 a. veresterte Milchsaure 
als razemisches Zinklactat und 2b. als optisch-aktive Zinkverbindung. 
Diese vier Lésungen wurden im 1l-dm-Rohr bei Zimmertemperatur 
(20 bis 22°) polarimetrisch gemessen, wobei es sich zeigte, daB die 
d, 1-Lactatlisungen mitunter eine geringe Drehung aufwiesen. Diese 
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schwache optische Aktivitat riihrte von gewissen Mengen der optisch- 
aktiven Zinklactate her. Da der Drehungswinkel a des Zinklactats 
nicht proportional der Konzentration ist und die Lésungen von optisch- 
aktivem Zinklactat gewisse Mengen des d, ]-Salzes enthielten, so konnte 
die polarimetrische Messung nicht zu quantitativen Bestimmungen 
der einzelnen Milchsiuremengen dienen, sondern es wurden aliquote 
Teile in einem gewogenen Porzellantiegel eingedampft und gegliiht. 
Aus der so erhaltenen Zinkoxydmenge wurde der Milchsiuregehalt 
berechnet. Zur Kontrolle, ob optisch-aktive Substanzen etwa aus dem 
Pankreaspulver stammen kénnten, wurde ein Ansatz von zwei Ampullen, 
der sonst genau so bereitet war, nur statt d, 1-Milchsiure 0,06 mol. 
H,SO, enthielt, chemisch aufgearbeitet. Die Filtrate nach der ZnO- 
Behandlung waren optisch-inaktiv. Aus der Tabelle (Tabelle IT) ist 
ersichtlich, daB die wiedergewonnenen Milchsiuremengen besonders 
im Anfang schlecht zu den im Versuch verwandten passen. 

Es wurde so gefunden, daB bei den gewihlten Bedingungen das 
fettspaltende Enzym des Schweinepankreas aus der d, 1-Milchsiure 
mit gréBerer Geschwindigkeit den Amylester der d-Milchsaure bildet. 
Die unverestert zuriickgebliebene, in ihr Zinksalz verwandelte Milch- 
siure enthielt neben der d, 1-Form das rechtsdrehende Zinklactat 
der linksdrehenden Milchsiure, und die aus dem fermentativ gebildeten 
Ester isolierte und auch in das Zinksalz iiberfiihrte Milchsiure ent- 
hielt neben dem Racemat das linksdrehende Zinklactat der rechts- 
drehenden Milchsaure?. 

Diese Versuche solltex dann ergiinzs werden durch Ansiitze, 
von denen jeder je eine Modifikation der Milchsiure enthielt. Hierzu 
brauchte keine chemische Aufarbeitung mehr 














zu erfolgen, sondern sollte bestimmt werden, g 0 

wieviel Milligramm jeder Milchséure zu einer 3 ¢é 
bestimmten Zeit verestert wurden. Im ersten S$& oy 
Versuch (Tabelle IIT) dienten je zwei Ampullen B85 ly eau xo 
als KontrollgeféBe fiir die Eigenveresterung se a m 

und je drei Ampullen als Fermentversuch, so ay 1 Sas 
da8 je fiimf Ampullen mit einer der drei S | - oo a a 


mg 


Saiuren beschickt waren. Aus diesem Versuch — > Stunden 

ist ersichtlich?, daB nach 17 Stunden die Abb. 1. 
d-Saure bedeutend schneller als die d, l- und 

1-Milchsiure verestert wird (siehe Abb. 1). Die 1|-Siure-Versuche 
sind nicht ganz als Vergleich heranzuziehen, da die Konzentration 


1 Vorlaufige Mitteilung P. Rona und FR. Ammon, Klin. Wochenschr. 
8, 1539, 1929. 
2 Die Konzentration der 1l-Milchsiure war hier anniéihernd 0,07 mol. 
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Tabelle Ill. 


Abnahme des Siuregehalts pro 3cem. Ampullen Nr. 4, 5, 10, 11, 15 und 17 
ohne Ferment, die iibrigen mit Pankreaspulver. 





Anfangswerte Nach 17 Std. 





Ampulle Coss Be Ry 
— n/100 NaOH Milchsture n/100 NaOH Milchsiure ee 
Nr. cem mg ecm mg mg 
d-Saure. 
4 17,10 15,40 17,40 15,65 (+) 0,25 
5 17,10 15,40 17,20 15,50 (+) 0,10 
7 16,90 15,20 6,45 5,80 940 
8 17,19 15,40 6,50 5,85 9,55 
9 16,75 15,10 6,35 5,70 9,40 
Mittelwert : 9,45 
d,l-Saure. 
10 16,49 14,75 16,25 14,65 (—) 0,10 
11 16,05 14,45 16,10 14,50 (+) 0,05 
12 16,20 14,60 10,40 9,35 5,25 
13 16,10 14,50 10,55 9,50 5,00 
14 16,05 14,45 10,55 9,50 4.95 
Mittelwert : 5.00 
l-Saure. 
15 21,80 19,60 21,60 19,45 (—) 0,15 
17 21,60 19,40 21,40 19,25 (—) 0,15 
28 20,80 18,70 17,90 16,10 2.6 
31 20,40 18,35 18,50 16,65 1,7 
82 20,50 18,45 18,05 16,25 22 
Mittelwert : 2.2 





in den drei Ampullen etwa 0,07 mol. war; auBerdem war das spezifische 
Drehungsvermégen der angewandten Saure niedriger als das ent- 
gegengesetzte der d-Milchséure (siehe 8. 36). Ein zweiter Versuch 
mit annahernd gleichen Siuremengen (0,06 mol.) hatte dasselbe Ergebnis 
(siehe Tabelle IV). Doch hier zeigte es sich, daB sich offenbar in den 
nun benutzten und mehrere Tage alten Milchsiiuren stark optisch- 
aktive und entgegengesetzt drehende Anhydrisierungsprodukte! gebildet 
hatten. 


Wie weit bei unseren Versuchen unter den gewahlten Bedingungen 
ein echtes Gleichgewicht sich einstellen wiirde, ist schwer zu sagen. Die 
Gefahr ist groB, daB das Ferment durch die Saiure- und Alkoholmenge 
allmahlich abgetétet wird und ein Gleichgewicht nur vorgetauscht wird. 
Es miissen ferner noch Versuche mit einem einheitlichen Amyllactat 


1 Beilstein, 3, 263 und 267, 1921. 
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Tabelle IV. 


Abnahme des Sauregehalts pro 3 cem. Ampullen Nr. 1, 5und 9 ohne Ferment, 
die tibrigen mit Pankreaspulver. 





Anfangswerte Nach 41/, Std. Nach 21 Std. 
Ampulle — n/100 Mileh- | nj100 = Mileh-- Veresterte n/100 = Mileh- _—-Veresterte 
NaOu siiure NaOH siure Milchsiure NaOH siure Milchsi&ure 
Nr. ecm mg ecm mg ng ecm ng mg 


d-Saure. 


1 17,60 | 15,85 17,60 15,85 0,00 17,75 | 15,90 (+)0,05 
2 16,90 15,20 10,65 9,60 5,60 8,59 7,70 7,50 
3 17,40 15,65 10,75 9,70 5,95 8,59 7,70 7,95 
Mittelwert : 5,80 7,89 

d,l-Saure. 

5 17,20 | 15,50 | 17,10 15,40 (—)0,10 | 17,85 15,60 | (+) 0,10 

7 16,60 | 14,95 13,70 12,35 2.6 12.70 11,45 3,50 

8 16,60 14,95 13,60 12,25 2,7 12,35 11,10 3,85 

Mittelwert: 2,65 3,70 
1-Saure. 

9 17,80 | 16,00 17,50 | 15,75 | (—)0,25 | 17,85 15,95 |(—)0,05 
12 17,10 | 15,40 15,80 | 14,20 | 1,2 15.40 13,85 1,55 
14 17,00 | 15,30 15,55 14,00 1,3 15,00 13,50 1,80 

Mittelwert : 1,25 1,70 


angesetzt werden, um das Gleichgewicht in bezug auf die Hydrolyse 
zu untersuchen. Sowohl diese Versuche als auch asymmetrische Ver- 
seifungsversuche von d,1l-Amyllactat und Spaltungsversuche der 
optisch-aktiven Amyllactate durch Schweinepankreaslipase sind im 
Gange. Uber die asymmetrische Hydrolyse von d, 1-Milchsaureestern 
durch Lipase liegt nur die Untersuchung von P. Rona und R. Itelsohn- 
Schechter! vor, die fanden, dab Schweineleberesterase den rechts- 
drehenden Athylester der linksdrehenden Milchsiure schneller verseift. 


Zusammenfassung. 
Schweinepankreasesterase bildet sowohl in Ansiétzen mit 4d, |- 
Milchsaure, als auch in vergleichenden Versuchen mit d- und 1|-Milech- 
saiure unter den angegebenen Versuchsbedingungen mit gréBerer Ge- 
schwindigkeit den Amylester der rechtsdrehenden Milchsaure. 


1 le. 











Die stereochemische Spezifitat der Takaesterase '. 


Von 


P. Rona, R. Ammon und M. Werner. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


R. Willstdtter und H. Kumagawa? zeigten, daB die Takaesterase 
ihnlich der Schweineleberesterase den racemischen Mandelsiure- 
athylester asymmetrisch verseift, wobei der d-Ester schneller hydro- 
lysiert wird als der ]-Ester. Dieses Ergebnis konnten P. Rona und 
R. Ammon’ an racemischem Mandelsiiuremethylester bestitigen. Beim 
Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeiten aiquimolekularer Mengen der 
reinen ]- und d-Ester durch Takaesterase fanden sie aber bei beiden 
Estern gleiche Werte. Analoge Untersuchungen bei Schweinepankreas- 
und -leberesterase fiihrten R. Willstdtter, R. Kuhn und E. Bamann* und 
H. H. Weber und R. Ammon® zur Bestimmung der Dissoziations- und 
Hydrolysekonstanten der Verbindungen der beiden Fermente mit den 
optisch aktiven Methyl- und Athylmandelaten und damit zur Er- 
klirung der optischen Spezifitat dieser beiden Enzyme. EF. Bamann® 
konnte die Bestimmung der Konstanten noch auf die Schafleberesterase 
und zum Teil auf die Esterasen der Lebern vom Menschen, Hund, 
Pferd, Kaninchen und Rind ausdehnen. Er zeigte zum _ ersten 
Male die Méglichkeit, den Drehungssinn in GréBe und Richtung der 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 146, 151, 1925. 

3 Diese Zeitschr. 181, 49, 1927. 

4 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 61, 886, 1928. 

5 Diese Zeitschr. 204, 197, 1929. 

® Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1538, 1929. 
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von einer Esterase gebildeten Mandelsiure beeinflussen zu kénnen, 
und zwar durch Anderung der d, 1-Esterkonzentration. 


Es erschien wichtig, auch fiir die Takaesterase die Dissoziations- 
und Hydrolysekonstanten ihrer Verbindungen mit dem d- und 1-Mandel- 
siuremethylester zu ermitteln, um mit ihnen die von P. Rona und 
R. Ammon gemachten Versuche in bezug auf die asymmetrische Ver- 
seifung des d,1]-Esters und die gleiche Spaltungsgeschwindigkeit der 
beiden Ester erklaren zu kénnen. Zur Vervollstandigung soll die 
eventuelle Abhangigkeit des [a], der in Freiheit gesetzten Mandelsaure 
von der d, 1-Estermenge untersucht werden, ferner ob die Partialumsatze 
der beiden optisch aktiven Ester bei der Racematspaltung durch die 
Takaesterase nach einer von H. H. Weber und R. Ammon (\. c. 8. 203) 
abgeleiteten Formel sich mit Hilfe der zu bestimmenden Dissoziations- 
und Hydrolysekonstanten erklaren lassen. 


Methodisches. 


Die Herstellung des racemischen Mandelséiure-methylesters und der 
beiden optisch aktiven Modifikationen erfolgte gema8 den Angaben von 
P. Rona und R. Ammon. Wir bestimmten bei dieser Gelegenheit das 
spezifische Drehungsvermégen in Wasser der ersten Kristallfraktion des 
l-mandelsauren Morphins zu [a]p = — 111°(c = 0,4;1 = 1,894;4 = — 0,84°). 
Das spezifische Drehungsvermégen des zum vierten Male umkristallisierten 
Salzes betrug [a]p — 110°. Es kann demnach bei der Darstellung der 
1-Mandelsiure aus der d, 1-Saure mit Hilfe des Morphins gleich die erste 
Kristallfraktion zur Weiterverarbeitung benutzt werden. Man muB8 aber 
1500ccem statt 1000cem absoluten Alkohol benutzen. Die optisch aktiven 
Mandelséiure-methylester zeigten folgende spezifischen Drehungsvermégen 
in Wasser: 


1-Ester: [a]p = — 138° (a = — 1,14°; c = 0,435; 1 = 1,894), 
d-Ester: [a]p = + 142° (a = + 1,149; c= 0,4; J = 2,0). 


Die Beobachtung des Spaltungsverlaufs der d- und 1-Ester geschah, 
wie auch in der Arbeit von H. H. Weber und R. Ammon, mit Hilfe der 
Warburgschen Apparatur nach der gasanalytischen Methode von P. Rona 
und A. Lasnitzki. Als Fermentpriiparat benutzten wir die ,,Takadiastase“ 
von Parke, Davis und Co., London (bezogen von der Simonsapotheke 
Berlin), und zwar durchweg eine jedesmalig frisch bereitete 7°,ige Auf- 
schwemmung des Pulvers in Ryo). Vorversuche mit Rip) und bei 37,5° 
ergaben fiir unsere Fragestellung relativ zu hohe Werte fiir die Eigen- 
hydrolyse unserer Ester. Deswegen wurden die Versuche durchweg bei 
26,5° und mit Ro) ausgefiihrt. Die optisch aktiven Ester kamen als 
Lésungen in Rao) in Konzentrationen von 2 bis 0,0075% zur Verwendung. 
Da ve = 1,5cem betrug und 0,5cem auf die Fermentaufschwemmung 
und leem auf die Esterlésung entfielen, so enthielten die einzelnen Ver- 
suche die Ester in einer Molaritat von 0,08 bis 0,0003 und dazu je 35 mg 
Fermentpulver. Die Zusammensetzung des Gasgemisches betrug 95% 
N, und 5% CO,. 
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Die Eigenhydrolyse wurde in besonderen Versuchen unter sonst gleichen 
Bedingungen ermittelt. An Stelle der 0,5cem Fermentaufschwemmung 
traten 0,5cem Rio) (siehe Tabelle I). Die Eigenhydrolyse konnte ab 
0,004 m wegen ihrer Kleinheit ganz vernachlassigt werden. 


Tabelle I. 


OH’-Hydrolyse des d- und 1-Mandelséure-methylesters nach 25 und 
40 Minuten. 





Konzentration | RD OM, -- E. 
mol, 25’ 40’ 
0,08 30 .| 46 
0,06 2,1 3,4 
0,03 1,2 1,8 
0,02 0,8 1,2 
0,008 03 0.5 

0,004 0,15 0,25 


Zur Berechnung der Konstanten. 


Es kam nun darauf an, die GréBe der Spaltung bei wechselnder Ester- 
konzentration zu einer bestimmten Zeit zu erfassen. Wir wahlten, um 
die Genauigkeit der Berechnung fiir die Aktivitats-pg-Kurven zu erhéhen, 
zwei Zeiten, und zwar 25 und 40 Minuten. Aus Tabelle II sind die ent- 
sprechenden Werte, wie wir sie bei der Spaltung als Mittelwerte aus den 
hier nicht mit veréffentlichten linearen Spaltungskurven gefunden haben, 
ersichtlich. Es zeigte sich, da8 das Maximum der Spaltung fiir unsere 
Ester- und Fermentmenge erreicht werden konnte, und zwar fiir den 
1-Ester bei 0,03 mol. und fiir den d-Ester bei etwa 0,06 mol. (fettgedruckte 
Werte in der Tabelle). 


Tabelle II. 


Hydrolyse des d- und 1-Mandelséiure-methylesters durch Takaesterase 
nach 25 und 40 Minuten. 














Hydrolyse des 1-Esters Hydrolyse des d-Esters 
in emm CO, in emm CO, 
Konzen- log — 
tration [s] Ohne O H’- | Mit OH’- Ohne OH’- Mit OH’- 
Hydrolysenabzug | Hydrolysenabzug Hydrolysenabzug | Hydrolysenabzug 

mol. | a 40’ | 25 40’ 25! a a 40’ 
0,08 110 | — — -- _— 8,6 14,8 5,6 10,2 
0,06 1,22 | 17,4 | 27,5 15,3 24,1 9,8 15,5 7,7 12,1 
0,03 153 | 180 25 168 27 90 144 78 126 
0,02 1,70 15,5 | 260 | 14,7 | 288 8,5 13,5 7,7 12,3 
0,004 2,40 10,0 16,3 98 16,0 7,5 12,0 7,3 11,7 
0,003 2538 ' 80 125 $0 | 125 | 7,2 | 115 | 71 | 115 
0,002 2,70 7,5 11,5 7,5 11,5 ~- -~ — ~- 
0,001 3,00 —_ _ — — 4.6 7,6 4,6 7,6 
0,0006 3,22 4,0 6,2 4.0 6,2 5,9 8,0 5,0 8,0 
0,00038 3,53 -- - -- — 2,6 4,0 2,6 4.0 
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Aus den Werten von Tabelle II ergaben sich vier Aktivitats-ps- 
Kurven fiir die beiden Ester bei 25 und 40 Minuten. Aus diesen Kurven 
wurden gemifs dem zweiten graphischen Verfahren von L. Michaelis und 
M. Menten' die Dissoziationskonstanten ermittelt. Es wurden zwei K-Paare 
fiir den d- und 1|-Ester erhalten, aus deren Mittelwerten sich die endgiiltigen 
Werte fiir Aj.) und K;i_) ergaben: 


d-Ester: 25 Minuten ..... . log K 3,26; K = 0,0005623 
40 ee sees roedlh 3, tho 3,25; K 0,000 5495 

Mittel: Ay.) = 0,000556 

]-Ester: 25 Minuten ..... . log K = — 2,53; K = 0,002951 
40 - eaten — 2,55; K = 0,002818 


Mittel: A;_) = 0,002 89 


Um eine Bestaétigung fiir die Genauigkeit der Konstantenbestimmung 
zu haben, zeichneten wir nach Michaelis und Menten mit Hilfe der experi- 
mentell-graphisch ermittelten Werte fiir K,,) und K\_,) die vier Aktivitats- 

. [S] 5 
ps-Kurven nach v = [5] Rk’ wobei v dem rationellen MaSstab der 
Ordinate entspricht, [S] die Substratkonzentration und K die Dissoziations- 
konstante bedeuten. Wie aus Abb. 1 ersichtlich, passen die experimentell 
gefundenen Werte gut zu den Kurven. 
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Die Werte fiir die relativen Hydrolysekonstanten ergeben sich aus den 
maximalen Spaltungsgeschwindigkeiten : 


oid 17,00 
26 Mimutenkurven ....... 2,13 
8,00 
, 26,5 
40 Minutenkurven ....... 130" 2,04 


Mittel: ky_,: kj4) = 2,09: 1. 


Die Verfolgung der enzymatischen Spaltung des d, 1-Esters erfolgte 
elektrotitrimetrisch nach P. Rona und R. Ammon, ebenso die chemische 
Aufarbeitung der Untersuchungsfliissigkeit . 


1 Diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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Ergebnisse. 


Aus Tabelle II und Abb. 1 ersehen wir zunichst, da8 das friihere 
Resultat von P. Rona und R. Ammon (1. c., und zwar 8.71, Abb. 19), 
nimlich die gleiche Spaltungsgeschwindigkeit der zwei Modifikationen 
des Mandelsauremethylesters durch Takaesterase nicht bestitigt werden 
konnte, denn von etwa 0,001m ab aufwarts wird der l-Ester unter den 
von uns gewahlten Bedingungen schneller gespalten als der d-Ester!. 

Wie bei der Schweineleberesterase ist also scheinbar ein Widerspruch 
zwischen dem polarimetrischen Ergebnis der asymmetrischen Hydrolyse 
des d,1-Esters und den Spaltungsgeschwindigkeiten der beiden optisch 
aktiven Modifikationen des Mandelsiuremethylesters zu beobachten. 
Beim Racemat ist die nach rechtzeitiger Unterbrechung der fermen- 
tativen Spaltung gebildete und isolierte Mandelsiure rechtsdrehend. 
Wenn Aquimolekulare Mengen des d- und 1-Esters einzeln durch die 
beiden Fermente verseift werden, wird der l-Ester schneller gespalten. Die 
Erklarung dieser Tatsache kann wie bei der Schweineleberesterase, aus 
den Aktivitits-pg-Kurven erfolgen. Die Takaesterase besitzt eine 
0,002 89 : 0,000556 = 5,.2mal so groBe Affinitét zum d-Ester wie zum 
1-Ester und wird bei einem d, ]-Substratiiberschu8 sich zunachst mit dem 
d-Ester verbinden, der dann in d-Mandelsiure zerfallt. Sobald sich 
auch spater der ]-Ester mit dem Ferment vereinigen kann, wird dann 
die ]-Esterfermentverbindung unter Bildung von 1]-Mandelsiure doppelt 
so schnell zerfallen wie die d-Esterfermentverbindung. In den Spaltungs- 
versuchen mit den reinen optisch aktiven Estern kommt die Affinitats- 
spezifitat —- in gewissen Konzentrationen — nicht zur Geltung. Bei 
der Leberlipase und den Mandelsiuremethylestern fanden H. H. Weber 
und R. Ammon folgende Konstanten: K,,)= 10~*”, K,_) = 10~*", 
ki): ki) = 1,75:1. Auf die Ahnlichkeit der Takaesterase mit der 
Schweineleberesterase in stereochemischer Beziehung machten bereits 
Willstdtter und Kumagawa aufmerksam. Sie fanden, daB beide Fermente 
gegeniiber dem d, l-Athylmandelat und dem d, l-Phenylmethoxyessig- 
siiuremethylester ,,rechts orientiert“‘ und gegeniiber dem d, l-Phenylchlor- 
essigsiure- und d, |-Tropasiuremethylester ,,links orientiert sind. Nur 
Aktivierungsversuche der Tributyrinhydrolyse durch beide Fermente 
mit Albumin, Natrium- und Calciumoleat wiesen deutliche Unterschiede 
zwischen beiden Enzymen auf. 


! Welche Ursachs diesen widerspruchsvoll erscheinenden Befunden 
zugrunde liegt, kénnen wir vorléiufig nicht entscheiden. Es mag dies 
zwei Griinde haben: Erstens stand bei den jetzigen Versuchen ein anderes 
Fermentpraparat (d.h. bestimmt von einer anderen Lieferung) znr Ver- 
fiigung — die Versuche sind damals im Juli 1926 angestellt worden — 
und zweitens sind die damaligen Ferment- und Substratmengen andere 
als jetzt gewesen. (Je 10mg Ester bei vr = 2,0, also 0,03mol., und 12 
bis 15mg Takadiastasepulver in Rip) und bei 37,5°.) 
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Um zu sehen, ob die gefundenen Dissoziations- und Hydrolyse- 
konstanten die Verhaltnisse bei der Racematspaltung gut wiedergeben, 
werden die Ableitungen von H. H. Weber und R. Ammon (1. c. 8. 203) 
benutzt. Es wird zunichst eine Konstante K abgeleitet, die durch 
Kombination der vier erhaltenen Dissoziations- und Hydrolyse- 
konstanten entsteht : 
ky4). Ki) 
k_). Ki+) 


Dieselbe Konstante K 1a4Bt sich nun aus den direkt gemessenen 


K = (1) 


Partialumsatzen der beiden optischen Antipoden bei den fermentativen 
Spaltungen des Racemats errechnen, und zwar nach: 


K = ue, (2) 
A—z 
wobei A die Anfangskonzentration des d- bzw. |-Esters, y der Partial- 
umsatz des d-Esters und x der des 1-Esters bedeuten. 
1. 0,002 89 


Nach (1) ist K = ——_ == 2.50. 
2.09 . 0,000 555 





In Tabelle III sind drei Versuche von P. Rona und ‘R. Ammon 
(1. c. 8. 66, Tabelle 1V), sowie drei neu angesetzte Racematspaltungs- 
versuche mit Versuchen von Willstdtter und Kwmagawa. (1. c. 8. 157) 
zusammengestellt. Der aus den Racematumsitzen von Versuchen | 
bis 3 und 6 fiir K errechnete Wert von K = 2,0 stimmt befriedigend 
mit dem K-Wert von 2,5 aus den experimentell ermittelten Dissozia- 
tions- und Hydrolysekonstanten iiberein, d.h. also, daB die Vorginge 
bei der Racematspaltung tatsachlich von den Einzelkonstanten ab- 
hangen. ; 

Der Mittelwert der aus den drei ersten Versuchen an Athylmandelat 
von Willstditter und Kumagawa errechneten K-Werte betrigt 3.00. 
Es ist daraus zu schlieBen, daB die Dissoziations- und Hydrolyse- 
konstanten den bei dem Methylester gefundenen ahnlich sein werden. 
Die K-Werte aus den beiden nichsten Versuchen von Willstdtter und 
Kumagawa weichen erheblich ab. Die Spaltungsgrade wurden bei 
den Versuchen von Willstdtter und Kumagawa aus den wiedergefundenen 
Estermengen berechnet. 

Tabelle III zeigt ferner die Abhangigkeit des [a], der von der 
Takaesterase aus dem d,1-Ester gebildeten Mandelsiure von der 
Substrat- und Fermentkonzentration. Es kénnen zu diesem Zwecke 
nur die Versuche mit gleichem Spaltungsgrad, also Versuche 4 bis 6, 
verglichen werden. Wenn auch keine Anderung des Drehungssinns der 
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Mandelsaure gezeigt werden konnte, so ist doch deutlich eine Ver- 
minderung des [a]p durch VergréBerung der Ferment- und Verkleinerung 
der Substratmenge erreicht worden. Wahrscheinlich ist es experimentell 
iiberhaupt nicht méglich, die ,,.Inversion’ bei diesem Ester und dem 
Fermentpraparat zu zeigen. 

Die Versuche 4 und 5 mit der hohen Fermentmenge von 5g sind zur 
Demonstration einer etwa médglichen .,Inversion*: angesetzt worden. Es 
zeigte sich, daB sich aus dem Ferment selber, ohne Esterzusatz, bei sonst 
gleicher Behandlung statt der sonst zu erwartenden Mandelsaéure ein ge- 
ringer éliger Riickstand gewinnen lieB, der schwach rechtsdrehend (wahr- 
scheinlich durch Saéurehydrolyse von Kohlehydraten entstanden) und 
schwach sauer war. Die Titration ergab, auf Mandelsdéure berechnet, 20 meg, 
das nach polarimetrischer Untersuchung auf die 20mg berechnete [a]p 
betrug + 8°. Diese beiden Zahlen sind bereits in der Tabelle IIT in den 
Versuchen 4 und 5 zur Korrektur benutzt worden. Ein analoger Versuch, 
der mit der Fermentmenge des Versuchs 6 von 0,25 g ausgefiihrt wurde, 
fiel véllig negativ aus. Die aus den beiden Versuchen 4 und 5 er- 
mittelten K-Werte sind, da die Versuche nur einen qualitativen Charakter 
haben, nicht zur Berechnung des Mittelwertes benutzt worden. 

Fiir die Bestimmung der optischen Orientierung eines Ferments 
ist also eine bloBe polarimetrische Untersuchung des aus einem d, 
1-K6rper in Freiheit gesetzten Spaltprodukts oder ein Vergleich der Spal- 
tungsgeschwindigkeiten der reinen optisch antipodischen Substrate 
durch das Enzym nicht mehr allein maBgebend. Es kénnen ganz wider- 
spruchsvolle Resultate erhalten werden, wenn nicht die Spaltung des 
d, 1-Kérpers in Abhangigkeit von Substrat- und Fermentmenge und 
gleichzeitig die Spaltungsgeschwindigkeiten der reinen optisch aktiven 
Modifikationen auch in Abhangigkeit von den Substratmengen unter- 
sucht werden. 

Zusammenfassung. 

Die Dissoziationskonstante der Verbindung der Takaesterase mit 
dem d-Mandelsiuremethylester betragt 0,00289 (10—3,26) _mit dem 
1-Ester 0,000556 (10-74), das Verhiltnis der Hydrolysenkonstanten 
dieser beiden Verbindungen betrigt 1:2,09. Die Takaesterase hat 
also eine etwa fiinfmal so groBe Affinitaét zum d-Ester wie zum 1-Ester. 
Die Hydrolyse der 1-Esterfermentverbindung erfolgt etwa doppelt so 
schnell wie die der d-Esterfermentverbindung. 

Die optische Spezifitét der Takaesterase ist erschépfend behandelt, 
da die Partialumsitze der d- und |-Ester bei der Racematspaltung 
sich quantitativ aus den vier Einzelkonstanten ergeben. 
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Untersuchungen iiber fermentative EiweiSspaltung. V'. 
Von 
P. Rona und H., A. Oelkers. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts de1 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


In friiheren Mitteilungen? konnte gezeigt werden, daB bei der 


tryptischen wie peptischen Spaltung der Eiwei8kérper (Casein, Serum- 
albumin), noch bevor die durch die Fermentwirkung _ bedingten 
Anderungen chemisch sicher nachweisbar sind, bemerkenswerte 
Anderungen im physikalischen Verhalten des Verdauungssystems auf- 
treten, die sich darin 4uBern, daB bedeutende Mengen von an Kollodium- 
membran adsorbierbaren Verbindungen entstehen. Dies wurde als ein 
Zeichen einer Desaggregierung’ des zu verdauenden Substrats aufgefaBt. 
die einer chemisch nachweisbaren Aufspaltung vorangeht. Trifft dies 
zu, so war Aussicht vorhanden, auf dem Wege der direkten Messung 
des osmotischen Druckes eine Teilchenvermehrung im Verdauungs- 
gemisch in den allerersten Stadien der Fermentwirkung nachzuweisen, 
noch bevor eine chemische Priifung sichere Zeichen einer stattgehabten 
fermentativen Spaltung liefert. Zur Priifung dieser Frage wurden die 
nachfolgenden Versuche angestellt. 


I. 


Zunachst sollte mit der von Krogh angegebenen Methode unter- 
sucht werden, wie sich der osmotische Druck von EiweiBSlésungen bei 
der Einwirkung von Pepsin verhalt, im besonderen, ob bereits im aller- 


1 Ausgefiihrt mit Unterstittzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 Vgl. P. Rona und E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 200, 152, 1928; 202, 
453, 1928; EH. Mislowitzer, ebendaselbst 208, 323, 1928. 
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ersten Beginn der Pepsinwirkung sich eine erhebliche Drucksteigerung 
wiirde nachweisen lassen. 


Als Untersuchungsmaterial diente Eieralbumin, und zwar fiir einen 
Teil der Versuche das kéufliche Ovalbumin von Merck, fiir die Mehrzahl 
der Ansitze aus frischen Eiern gewonnenes Albumin. 

Das Eiwei8 wurde sorgfaltig vom Eigelb getrennt und mit dem gleichen 
Volumen kaltgesaéttigtem Ammoniumsulfat versetzt. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde filtriert und das klare Filtrat in Schleicher-Schiillschen Hiilsen 
8 bis 10 Tage lang gegen flieBendes Wasser dialysiert. (Probe auf Sulfat- 
freiheit.) Die jetzt sehr verdiinnte Albuminlésung wurde im Vakuum bei 
38° eingeengt, bis zu einem N-Gehalt von 10 bis 12 mg pro Kubikzentimeter. 


Es wurde nun so vorgegangen, dai ein bestimmtes Volumen dieser 
Albuminlésung mit n Salzséure auf einen fiir die Pepsinwirkung geeigneten 
pu (etwa 1,5 bis 1,7) gebracht wurde; die Einstellung geschah mit der 
Glockenelektrode. Genau gleiche Mengen dieser im Brutschiank vor- 
gewarmten Lésung wurden in verschiedene Kélbchen pipettiert, zu jedem 
Kélbchen dieselbe Menge einer 3°,igen Lésung von Pepsin (Pharm. Brit. 
Merck) zugetiigt. Die Fermentwirkung wird durch Neutralisieren mit 
n NaOH nach bestimmten Zeiten unterbrochen. Jede dieser Lésungen 
wurde dann, um bei der spaéteren Messung des osmotischen Druckes den 
Donnaneffekt méglichst auszuschlieBen, durch Zutropfen von n NaOH 
unter Anwendung der Glockenelektrode auf einen pq von 4,8, den iso- 
elektrischen Punkt des Eieralbumins, gebracht. Bei dieser Einstellung 
traten stets geringe Fallungen auf, die sich spater leicht abzentrifugieren 
lieBen. Als AuBenlésung fiir die osmotischen Versuche wurde eine bestimmte 
Menge destillierten Wassers mit der fiir die Einstellung eines entsprechenden 
Volumens der Albuminlésung verbrauchten Menge n HCl versetzt und diese 
Lésung dann durch Zugabe von Natronlauge unter Kontrolle der Glocken- 
elektrode méglichst auf py 4,8 gebracht. 


In jeder der osmometvisch zu untersuchenden Albuminlésungen wird 
der Gesamt-N, der Rest-N, sowie der NH,-N nach van Slyke und beieinem 
Ceile auch nach Linderstrém-Lang festgestellt. 


Bestimmung des Gesamt-N. In zwei Kélbchen von 50 ccm werden je 
1,0cem der zu untersuchenden Albuminlésung pipettiert; die Kélbchen 
werden mit destilliertem Wasser zur Marke aufgefillt und von jedem 
Kélbchen 2,0 ccm im Kjeldahlkolben verascht. Vorgelegt: n/200 Jodat- 
schwefelséure. Titriert mit n/200 Thiosulfatlésung nach Zusatz von 5 %iger 
Kaliumjodidlésung. Indikator 1 %ige Starkelésung. 


Bestimmung des Rest-N. Zur EnteiweiBung dient 3%ige kolloidale 
Eisenhydroxydlésung. 1 cem der zu untersuchenden Albuminlésung wird in 
einem MeBkolben mit 5,0ccem kolloidalem Eisenhydroxyd versetzt, gut durch- 
geschiittelt; danach werden einige Tropfen gesattigter Kaliumsulfatlésung 
zugegeben. Nach der Auffiillung auf 20,0ccm wird filtriert. 2cem des 
Filtrats, das eiwei®frei sein muB (Probe mit Sulfosalicylséure), werden in 
einen Kjeldahlkolben pipettiert und weiter wie bei der Gesamt-N-Be- 
stimmung angegeben behandelt. 

Amino-N-Bestimmung. Die Bestimmung geschieht bei allen Ansétzen 
nach van Slyke, bei einigen auBerdem nach der Methode von Linderstrém- 
Lang (vgl. Hoppe-Seyler 178, 322). Titriert wird mit n/10 alkoholischer 
Salzsiure (Alkohol 90°%ig) in Aceton. Indikator: Benzol-azo-a-naphthyl- 


4* 
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amin (Naphthylrot). Es werden bei jeder Bestimmung je 1,0 ccm der 
Albuminlésung untersucht. 


Bestimmung des osmotischen Druckes. Das Ansetzen zur Bestimmung 
geschieht nach den von Krogh gegebenen Vorschriften!. Der osmotische 
Ausgleich wurde auf 24 Stunden ausgedehnt. 


Bestimmung des Gesamt-N in der AuBenlésung'. Bei dem gréBten Teile 
der Ansitze wurde nach der Ablesung des osmotischen Druckes in der 
AuBenlésung der Stickstoff bestimmt. Entsprechend der geringen zu be- 
stimmenden Mengen sind die Fehler der Bestimmung hierbei grof, doch 
ist die GréBenordnung der Werte sicher richtig. Zur Bestimmung werden 
0,5cem direkt in einen Kjeldahlkloben pipettiert, verascht und dann die 
vorgelegte n/200 Jodatschwefelsiure mit n/200 Thiosulfatlésung titriert. 


Die Versuche. 


Versuch 1. 30,0cem einer Lésung von Ovalbumin (Merck) werden 
mit 5,7cem n HCl auf py 1,58 gebracht (Glockenelektrode) und 1,0 cem 
einer 6%igen Pepsinlésung (Pharm. Brit) zugegeben. 1. 15,0 cem werden 
von dieser Lésung abpipettiert und sofort auf pg 4,79 mit n NaOH gebracht. 
2. Dann werden weitere 15,0 ccm abpipettiert, fiir 10 Minuten in den Brut- 
schrank bei 37° gegeben und dann ebenfalls mit n NaOH auf einen pg von 
4,79 eingestellt. In beiden Lésungen treten dabei geringe Fallungen auf, 
die sich leicht abzentrifugieren lassen. In beiden Lésungen werden dann 
der Gesamt-N, der Rest-N, der NH,-N und der osmotische Druck bestimmt. 
Als AuBenfliissigkeit fiir die Ansétze zur osmotischen Druckmessung werden 
31,0 cem destillierten Wassers mit 5,1 cem n HCl versetzt und dann durch 
Zugabe von n NaOH diese Lésung auf einen pq von 4,81 eingestellt. Das 
Ansetzen der Albuminlésung geschieht fiir die Bestimmung des osmotischen 
Druckes nach den von Krogh gegebenen Vorschriften. Der Ausgleich ist in 
24 Stunden erreicht. 


1. Unverdaute Lésung (Ablesung nach 24 Stunden). 











Druck Meniskus Druck Meniskus 
320 mm fallt rasch 320 mm fallt rasch 
800 , fallt langsam 300, » rasch 
290 , bleibt konstant 280 , » rasch 
280 , steigt langsam a0 4 » langsam 
260 , steigt , 
265 , bleibt konstant 
Lange der Kapillare 150mm _ > Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei . 49 , Flissigkeitsfrei. . ..... 16 ~, 
Kapillaritat 40 , ee a reer 
61mm 93 mm 
Abgelesen ... . . 290 Abgeleseen......... 265, 
Osmotischer Druck . . 351mm | Osmotischer Druck . . . . 358 mm 


Mittelwert 355 mm (pro Milligramm Gesamt-N 37,3 mm). 


1 Krogh und Nakazawa, diese Zeitschr. 188, 242, 1927. Beziiglich der 


Darstellung der Hiilsen vgl. Rona, Prakt. 2, 7. 1929. 
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2. 10 Minuten verdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

320 mm fallt rasch 400 mm fallt rasch 

300 . bleibt konstant 380 , fallt 

290 , steigt 370 bleibt konstant 

=e fallt 360 steigt 
Lange der Kapillare 150mm _ | Lange der Kapillare 150 mm 
Flassigkeitsfrei. ...... 20 , Flissigkeitsfrei. . . ....100 , 
a ere eee a a  o. 

89 mm 10 mm 

RN Oc Ss se se Ds so ew se 
Osmotischer Druck . 889mm Osmotischer Druck . . 380 mm 


Mittelwert 385 mm (pro Milligramm Gesamt-N 40,9 mm). 


Die Werte fiir Gesamt-N, den Rest-N und den NH,-N sind aus der 
Tabelle ersichtlich. Es findet sich in der Lésung, die 10 Minuten der Pepsin- 
wirkung ausgesetzt war, eine Zunahme des Rest-N um 2,4%, des NH,-N 
von 0,04mg und gleichzeitig eine Zunahme des osmotischen Druckes um 





3,6mm pro Milligramm Gesamt-N. 


Versuch 2. 


iibrigen genau so angesetzt wie im 


nach 24 Stunden. 


Albuminlésung 


aus 


frischen Eiern 


Versuch lI. 


1. Unverdaute Lésung. 


hergestellt. Im 
Osmometer abgelesen 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

530 mm sinkt rasch 520 mm sinkt rasch 

610 , konstant 500 , 5 . 

500 , steigt 480 , konstant 

520 , sinkt 490 , sinkt 

470 , steigt 
Lange der Kapillare 150mm _ Linge der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . Te Flassigkeitsfrei . b4 SC, 
Kapillaritat 89 , Kapillaritat 89 , 
35 mm 57 mm 

Abgelesen : ae; Abgelesen . 480 , 
Osmotischer Druck . . 545mm § Osmotischer Druck . 587 mm 


Mittelwert 


541 mm (pro Milligramm Ges.-N 42,9 mm). 
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2. 10 Minuten verdaute Lésung. 





Druck 


500 mm 


480 


460 | 

450 , 

470 , 
Lange der Kapillare 
llissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 
Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 

konstant 

steigt 

sinkt 

. 150mm 

age et 
79 mm 


. 460 , 
. 5389 mm 


Druck 


559 mm 
530 
510 
490 
500 
Lange der Kapillare 
F lissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


” 


steigt 


konstant 
150 mm 
638 , 
oa 
49 mm 
. 500 , 
. 549 mm 


Mittelwert 544 mm (pro Milligramm Gesamt-N 43,2 mm). 


Aus den Werten in der Tabelle ist ersichtlich, daB bei nachweisbare: 
Spaltung (Zunahme des Rest-N um 1,9%, des NH,-N um 0,08 mg) der 
osmotische Druck sich nicht verandert hat. 


Versuch 3. Ansatz wie im Versuch l. 


Osmometer nach 24 Stunden 








abgelesen. 
1. Unverdaute Lésung. 
Druck Meniskus oe Drack Meniskus 
320 mm sinkt rasch 400 mm sinkt rasch 
300, konstant 380 ‘ . 
310 sinkt 360 konstant 
290 steigt 350 steigt 
370 sinkt 
Linge der Kapillare . 150mm _— Lange der Kapillare 150 mm 
Fliissigkeitsfrei . 38 , Flissigkeitsfrei . 90 
Kapillaritat 40 , Kapillaritat 40 
72 mm 29 mm 
Abgelesen . Soe Abgelese: 2 ; 360, 
Osmotischer Druck . tai Osimotischer ‘0mm 
Mittelwert 376mm (,. Milligramm Gesamt-1\ sa)» 
2. 10 Minuten verdaute Lésung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
340 mm sinkt rasch 340 mm sinkt 
320 ‘ a 820 steigt 
310 konstant 330 konstant 
300 steigt 335 sinkt langsam 
325 steigt ,, 
Lange der Kapillare . 150mm __Liange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . 28 Flissigkeitsfrei . oe 
Kapillaritat . 40 , Kapillaritat 39 , 
82 mm 57 mm 
Abgelesen . . 810 , Abgelesen . . . 330 , 
Osmotischer Druck . . 892mm _ —= Osmotischer Druck . . 387 mm 


Mittelwert 390mm (pro Milligramm Gesamt-N 45,9 mm). 
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Bei Umrechnung der gefundenen Druckwerte auf 1 mg des Gesamt-N 
der beiden Lésungen zeigt sich, das der osmotische Druck sich nicht geandert 
hat. Gleichzeitig ist eine Zunahme des Rest-N um 0,7°% feststellbar; die 
NH,-N-Werte sind praktisch unverandert geblieben (siehe Tabelle). Bei 
einer derart geringen Spaltung ware, wie die folgenden Versuche zeigen, 
eine osimotische Druckzunahme zu erwarten. 


Versuch 4. 60,0cem einer Ovalbuminlésung (Ovalbumin Merck) 
werden mit n HCl (13,20cem) auf 1,55 eingestellt und danach fiir eine 
halbe Stunde zum Temperaturausgleich in den Brutschrank (37°) gebracht. 
Sodann werden 2,0cem 6%ige Pepsinlésung hineinpipettiert; der Inhalt 
des ersten Kélbchens wird sofort mit n NaOH auf py 4,79 eingestellt, 
das zweite Kélbchen kommt auf 10, das dritte auf 20 Minuten in den Brut - 
schrank; dann wird in beiden die Reaktion auf py 4,79 gebracht. Sonst 
verfahrt man wie oben. Osmometer nach 24 Stunden. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 


320 mm sinkt rasch 320 mm sinkt rasch 
300 , “ o 309, konstant 
280 , steigt 290 , steigt 
200 , konstant 810 , sinkt 
Linge der Kapillare . . . 150mm _ Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 538 , Flissigkeitsfre1. . . . . . I 
ea eee ee Kapillaritat ...... oe 
61 mm 63 mm 
Re sii’ Hy ATH SG eee ee 
Osmotischer Druck . . . . . 351mm _ Osmotischer Druck . . . . . 363mm 
- Mittelwert 357 mm (pro Milligramm Gesamt-N 37,9 mm). 


2. Nach 10 Minuten Spaltung. 





” enisa.us _., Druck Meniskus 

320 mm sinkt rasch 350 mm sinkt rasch 

309 , i. . 330, konstant 

280 , konstant 320 , steigt 

270 , steigt 340 , sinkt 

290 , sinkt 
Lange der Kapillare . . . . 159mm _| Linge der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei. . . . . ae Flissigkeitsfrei. . . . . .) a 
eee rs a MOGGENEEER ww ke et Oe 

85 mm 53 mm 

BO ee ee 289 , ee... se» » + se ee 
Osmotischer Druck . . . . . 365mm | Osmotischer Druck . . . . . 383mm 


Mittelwert 374mm (pro Milligramm Gesamt-N 39,4 mm). 


Die Kontrollen stimmen schlecht iiberein, doch spricht der Versuch 
im Sinne einer Druckzunahme. Gleichzeitig ist eine Zunahme des Rest-N 
festzustellen (siehe Tabelle) und eine geringe Zunahme des NH,-N. 
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3. Nach 20 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 
330 mm sinkt 
a steigt 
820 , konstant 
Lange der Kapillare . 150mm 
Pidesigueiteira:.. .. . 1... DB, 
Kapillaritat ........ 37 , 
89 mm 
Abgelesen . . 820 , 


Osmotischer Druck . 


Druck 


350 mm 


330 , 
310 , 
320 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen . .. . 


- . 400mm | Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


” ” 


steigt 
konstant 
. 150mm 
35 
37 
78 mm 
. 8 , 


. 398 mm 


Mittelwert 399 mm (pro Milligramm Gesamt-N 42,9 mm). 


Nach 20 Minuten Spaltung ist eine deutliche Zunahme des Rest-N 
von 0,26 mg/ceem auf 0,48 mg/ecm sowie des NH,-N auf 0,55 mg fest- 
zustellen; gleichzeitig ist der osmotische Druck ziemlich stark angestiegen 


(siehe auch Tabelle). 


Versuch 5. Ansatz genau wie im Versuch 4, nur betragt die Spaltungs- 


zeit fiir das dritte Kélbchen 30 Minuten. 


Osmometer nach 24 Stunden 





abgelesen. 
1. Unverdaute Lésung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
320 mm sinkt rasch 400 mm sinkt rasch 
300 , n ¥ 380 , . K 
280 , steigt 360 , konstant 
290 , konstant 370 , sinkt 
350 , steigt 
Lange der Kapillare 150mm | Lange der Kapillare . 150mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 18 , Flissigkeitsfrei . 7 » 
Kapillaritat ........ 386 , | Kapillaritat 35 
96 mm 36 mm 
ere Abgelesen . ‘ ee. 
Osmotischer Druck . . 886 mm = Osmotischer Druck . . 396 mm 


Mittelwert 391 mm (pro Milligramm Gesamt-N 39,1 mm). 
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2. 10 Minuten Spaltung. 





Druck 


450 mm 


430 , 
410 , 
400 
420 


Lange der Kapillare 


Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 
” ” 
konstant 
steigt 
sinkt 


150 mm 


90 , 
6 , 
24mm 

A a 


. 434 mm 


Druck 


420 mm 


400 , 
380 , 
370 
390 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
konstant 

steigt 
sinkt 

150 mm 

56 Cy, 

ae 

58 mm 

380 . 

. 488 mm 


Mittelwert 436mm (43,6mm pro Milligramm N). 


3. 30 Minuten Spaltung. 





Druck 


300 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 





289 
260 
240 
250 


Linge der 


” 


” 


Kapillare . 


Flissigkeitsfrei 


Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


steigt 


sinkt 


150 mm 


$8 , 
35 
82 mm 
~~ } 


. 3382 mm 


Mittelwert 332 mm (32,9mm pro Milligramm N). 


Der Versuch zeigt deutlich 
der und eine Druckabnahme bei 
12,2 %). 


Versuch 6. 


Abnahmen gemacht mit 5, 10 und 20 Minuten Spaltungszeit. 
abgelesen nach 24 Stunden. 


Ansatz wie im vorhergehenden Versuch. 


eine 
starkerer 


Druckzunahme bei beginnen- 
Spaltung (Spaltungsgrad 


Es werden vier 
Osmometer 
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1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 


389 mm sinkt rasch 300 mm sinkt rasch 

i ws » ” 280 , ” » 

820 , steigt 260 , steigt 

330 , konstant 270 , konstant 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _ Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitefrei. ..... =. 104 , Flassigkeitsfrei. ...... 37 
Ea eee. ee Begum «ww. tw 

6 mm 73 mm 

PN oo Ges Ae ere ae re ee 
Osmotischer Druck . . . . . 336mm _ = Osmotischer Druck . . . . . 343mm 


Mittelwert 340 mm (38mm pro Milligramm N.) 


2. Nach 5 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 

400 mm | sinkt rasch 

380 , * ” 

870 , konstant 

360 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 68 , 
IE sg ey Ce a a 

43 mm 

Pe Sa eC ee 
Osmotischer Druck . . .,. . 413mm 


(46,0 mm pro Milligramm N.) 


Starke Zunahme des osmotischen Druckes. Eine Zunahme der Spaltung 
ist nicht festzustellen. 


3. Nach 10 Minuten Spaltung. 








Druck Meniskus 


Druck Meniskus 

300 mm sinkt rasch 300 mm sinkt rasch 

,. a konstant 280 , ‘ 7s 

270 . | steigt 260 . . 

290 , sinkt 250 , konstant 

240 , steigt 
Lange der Kapillare 150mm | Lange der Kapillare . . . . 159mm 
Flissigkeitsfrei . 35. , Putte... . WB, 
Kapillaritat 40 Kapilleritétt .........# ®, 
75 mm 93 mm 

Abgelesen . ; - 20 , || Abgelesen......... 2 
Osmotischer Druck . . 355mm | Osmotischer Druck . . . . . 343mm 


Mittelwert 


349 mm (40,5 mm pro Milligramm 
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Die Ubereinstimmung der Kontrollen ist nicht sehr befriedigend. 
Der osmotische Druck dieser Lésung ist gegen die der unverdauten Lésung 


wenig vermehrt. 


Der Spaltungsgrad betragt 3,6°%,. 


4. Nach 20 Minuten Spaltung. 





Druck 


300 mm 
280 
270 
260 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 
steigt 
150 mm 
| aon 
40 , 
69 mm 
. 3 


339 m m 


Druck 


800 mm 
280 
269 
250 , 
270 


Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 

konstant 
steigt 
sinkt 


150 mm 


30 
40 


. 


” 


80 mm 


. 260 


” 


. 340 mm 


Mittelwert 340 mm (37,9mm pro Milligramm N). 


Nach 20 Minuten Spaltung ist der osmotische Druck derselbe wie bei 
der unverdauten Lésung. Die Zunahme der Spaltung ist verhaltnisméBig 


gering (siehe Tabelle). 


Versuch 7. 


Ansatz wie in den vorherigen Versuchen. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druek 


250 mm 


230 , 

210 

200 , 

190 , 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 
Abgelesen . 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 
steigt 
150 mm 
_ 
 « 
93 mm 
. is 


. 293 mm 


Druck 


250 mm 
230 

210 
220 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat . . 


, Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
bal ” 
steigt 
konstant 


150 mm 


30 
41 


79 mm 


. 220 


- 


. 299 mm 


Mittelwert 296mm (36,3mm pro Milligramm N). 
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2. 5 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 
250 mm sinkt rasch 
230 konstant 
220 steigt 
240 , sinkt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . W « 
Kapillaritat de 
92 mm 
Abgelesen . . 


Osmotischer Druck . 


. 322 mm 


Druck Meniskus 


280 mm 
260 


sinkt rasch 


240 "steigt 
250 , konstant 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 30 , 
I 6s a ee ee 
80 mm 
Abgelesen . + a 


Osmotischer Druck . . 330 mm 


Mittelwert 326mm (38,8 mm pro Milligramm N). 


Deutliche Druckzunahme bei geringer Zunahme der Spaltung (siehe 


Tabelle). 


3. 10 Minuten Spaltung. 





Druck 


280 mm 
260 
240 
250 


Lange der Kapillare . 


Flassigkeitsfrei 
Kapillaritat . 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


7 F 7 
steigt 
konstant 
150 mm 
58 , 
42 
59 mm 
. eo 
300 mm 


(36,2 mm pro Milligramm N.) 








Der osmotische Druck entspricht dem der unveranderten Lésung. 
Keine nachweisbare Zunahme der Spaltung (siehe Tabelle). 
4. 20 Minuten Spaltung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
259 mm sinkt rasch 280 mm sinkt rasch 
230 , * * 260 , - - 
220 , konstant 250 , konstant 
210 , steigt 240 , steigt 
Lange der Kapillare 159mm _  Liange der Kapillare - 150mm 
Flissigkeitsfrei . : a Flissigkeitsfrei . oe ks 
Kapillaritat . 41 Kapillaritat ....... 41 
65 mm 21mm 
Abgelesen . . 220 , Abgelesen . . 250 , 
Osmotischer Druck . . 285mm | Osmotischer Druck . . 271 mm 


Mittelwert 278 mm (35,1mm pro Milligramm N). 
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. 5+ . . . . 
Die Ubereinstimmung der Kontrollen ist nicht gut. Doch geht aus 
dem Versuch hervor, dal der osmotische Druck gegen die Ausgangslésung 
abgesunken ist, bei einer Zunahme der Spaltung von 3,6 auf 8,0%. 


Versuch 8. 90,0cem einer Ovalbuminlésung (Ovalbumin Merck) 
werden mit n HCl auf py 1,54 gebracht und fiir eine halbe Stunde in den 
Brutschrank zum Temperaturausgleich gesetzt. Dann werden je 25,0ccm in 
vier Kélbchen pipettiert und in jedes Kélbchen 1,0 ccm einer 3° igen 
Pepsinlésung gegeben; die fiir das erste Kélbchen wird vorher durch Auf- 
kochen getétet. Die Spaltungszeit fiir die drei tibrigen Kélbchen betragt 
5, 10 und 20 Minuten. Die iibrige Behandlung stimmt mit der friiher an- 
gegebenen tiberein. Die Ablesung am Osmometer: 24 Stunden. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

250 mm sinkt rasch 250 mm sinkt rasch 

230 , ¥ - 230 , konstant 

210 , i. ‘ 220 , steigt 

200 , konstant 240 , sinkt 

190 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _— Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Fiéesigkeitefreai. ...... UW, Flassigkeitsfrei. ...... 3 , 
a rare Ee, 3 ee te 

93 mm 75 mm 

ree: ee aera 
Osmotischer Druck . . . . . 298mm _ = Osmotischer Druck . . . . . 305mm 


Mittelwert 299mm (38,4:mm pro Milligramm N). 


2. 5 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 


280 mm sinkt rasch 300 mm sinkt rasch 
260 , ” ” 280 , - » 
250 , konstant 260 , steigt 
240 , steigt 270 , konstant 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _ Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 20 , Flissigkeitefrei. ...... 41 , 
eee ere ree a ere 
88 mm 67 mm 
NE iy nw. ck. se sp Oe eee 
Osmotischer Druck . . . . . 388mm _ Osmotischer Druck . . . . . 337 mm 


Mittelwert 338 mm (43,1:mm pro Milligramim N). 
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Deutliches Ansteigen des osmotischen Druckes. Gleichzeitig hat de: 
Rest-N um 0,1 mg/eem zugenommen; diese Zunahme findet sich in det 
Aufenlésung wieder. Zunahme des NH,-N betragt 0,05 mg. 


3. Nach 10 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 
259 mm sinkt rasch 
230 ‘ ‘ 
210 , steigt 
220 . konstant 
Lange der Kapillare . . . . . 150mm 
Flassigkeitsfrei ....... #~, 
Er 
74mm 
Se eee . 220 


294 mm 


(39,5 mm pro Milligramm N.) 


Der Druck stimmt mit dem der unverdauten Lésung iiberein. Die 
Spaltung hat nicht nachweisbar zugenommen. 


4. 20 Minuten Spaltung. 





west eae 





Druck 


250 mm 
230 . 
240 , 
220 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 
Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 
sinkt 
steigt 
150 mm 
SS 
.. 
30 mm 
230 , 
260 mm 


Druck 


250 mm 


230 , 

210 , 

220 

200 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Albgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 

sinkt 

steigt 
150 mm 
ae 
42 , 
60 mm 
210 , 


. 270mm 


Mittelwert 265 mm (33,9mm pro Milligramm N.) 


Wie die Tabelle zeigt, hat der Rest-N hier um 0,3 mg zugenommen, 
der NH,-N um 0,1 mg; der Spaltungsgrad betragt 5.8°%; gleichzeitig ist 
eine deutliche Abnahme des osmotischen Druckes feststellbar. Der Versuch 
zeigt also im ganzen betrachtet eine Zunahme des osmotischen Druckes im 
ersten Beginn der Spaltung und bei weiterer Spaltung ein rasches Absinken 
des osmotischen Druckes. 


Versuch 9. Ansatz wie im Versuch 8. 


nuten. Osmometer abgelesen nach 24 Stunden. 


Spaltungszeiten 3, 6 und 12 Mi- 
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1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
289 mm sinkt rasch 280 mm sinkt rasch 
260 , sa ‘a . konstant 
250 , konstant 250 , steigt 
240 , steigt 270 ,. sinkt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm __ Lange der Kapillare . 150mm 
'lissigkeitsfrei . . ek = Fe Flassigkeitsfrei. . . . feo 
ae ne . Vi =e eee 42 , 
58 mm 51mm 
OS er ee . Re. sw ee 4s se 
Qsmotischer Druck . . . . . 308mm _  Osmotischer Druck . . . . . 311mm 


Mittelwert 310 mm (39,1 mm pro Milligramm N). 


2. 3 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
350 mm sinkt rasch 359 mm sinkt rasch 
3380 . y a $380 . e “ 
$10 . konstant 310 , konstant 
300, steigt 800 . steigt 
820 , sinkt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _ | Lange der Kapillare . . .;. 150mm 
Flissigkeitsfrei. . ..... 36 , ae oe 
aS SS eee. 2 a ae aa 
52 mm 38 inm 
Abgelesen : ote ke ee Abgelesen ...... > ey 
Osmotischer Druck . . . . . 362mm _  Osmotischer Druck... . . 348mm 


Mittelwert 355mm (44,5 mm pro Milligramm N). 


Die Kontrollen stimmen nicht gut iiberein. Trotzdem ist eine Zunahme 
des osmotischen Druckes deutlich festzustellen. Wie die Tabelle zeigt, ist 
eine Spaltung eben nachweisbar. 


3. 6 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
350 mm sinkt rasch 350 mm sinkt rasch 
330 , ‘ 330 , ‘ js 
310 , steigt 890, i a 
320 . konstant 280 , steigt 
290 , konstant 
Lange der Kapillare . . . . 150mm __ Linge der Kapillare . . . . 150mm 
Pee SO aR Flassigkeitsfrei. . ..... 48 , 
a a Rapuertm ......+-- & 
37 mm 60 nim 
Abgelesen......... 320 , pS aan ee . 290 
Osmotischer Druck . . . . . 357mm _ | Osmotischer Druck . . . . . 350mm 


Mittelwert 353mm (45,0 mm pro Milligramm N). 
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Der osmotische Druck entspricht dem der Lésung 2. Die Tabelle 
zeigt eine geringe Weiterspaltung. Der Zunahme des Rest-N in der Innen 
flissigkeit entspricht eine Vermehrung des N in der AuBenfliissigkeit. 


4. 12 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
350 mm sinkt sehr rasch 300 mm sinkt rasch 
500 sinkt rasch 270 , ” “ 
280 , konstant 250 , . - 
270 , steigt 230 , steigt 
290 . sinkt 240 , konstant 
Lange der Kapillare . . . . 150mm __ Linge der Kapillare . . . . 159mm 
Flassigkeitsfrei. ...... 61 =, Flissigkeitsfrei. . ..... 27 , 
a rae a Kapillaritat 42 , 
48 mm Si mm 
RN ok. 3 oe) 4 NR kw sk kw re 
Osmotischer Druck . . . . . 328mm Osmotischer Druck . . . . . 321mm 


Mittelwert 325mm (41,2mm pro Milligramm N). 


Der osmotische Druck hat gegeniiber dem von Lésung 2 und 3 deutlich 
abgenommen, ist jedoch noch héher als der von Lésung 1. Bei der ziemlich 
starken Zunahme der Spaltung (Rest-N 6,95 %) hatte man ein noch stirkeres 
Absinken des Druckes erwarten sollen. 


Versuch 10. Ansatz wie im Versuch 9. Abnahmen nach 0, 7 und 15 Mi- 
nuten. Osmometer nach 24 Stunden. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck . Meniskus Druck Meniskus 

850 mm sinkt rasch 350 mm sinkt 

330, konstant $50 . steigt 

340 , sinkt 340 , konstant 

820 . steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _— Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flassigkeitsfrei. . ..... 60 , Flissigkeitsfrei. ...... 65 , 
DO. eek By Oe ee eee eT | 

5. mm 44 mm 

II cia a ok 5 a Se OS RS ees 
Osmotischer Druck . . . . . 380mm _—9 Osmotischer Druck . . . . . 384mm 


Mittelwert 382 mm (38,8 mm pro Milligramm N). 
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amilich 
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15 Mi- 


50 mm 
65 , 
41 

44 mm 
40, 


84 mm 
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2. Nach 7 Minuten Spaltung. 








Druck 


380 mm 


360, 
350 . 
370 


Lange der Kapillare 
F lissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 
konstant 
steigt 
sinkt 


150 mm 


55 , 

39 , 

56 mm 
360 . 


416 mm 


Druck 


380 mm 


360 . 
360 , 
870 ,. 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 
konstant 
steigt 
sinkt 
150 mm 
50 
“ 2° 
60mm 
wm, 
420 mm 


Mittelwert 418mm (42,7 mm pro Milligramm N). 


Der osmotische Druck hat zugenommen, gleichzeitig zeigt die Tabelle 
eine Vermehrung des Rest-N und des NH,-N. Der N in der AuBenlésung 
zeigt keine entsprechende Vermehrung. 


3. Nach 15 Minuten Spaltung. 





Druck 


380 mm 


360 , 
340 , 
330 , 
350 ,, 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 
” ” 
konstant 
steigt 


sinkt 


150 mm 


46 , 
a as 
64 mm 
340 , 
. 494 mm 


Druck 


360 mm 


340 , 
320 . 
310 . 
330 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 
konstant 
steigt 
sinkt 
150 mm 
| oo 
40 , 
69 mm 
320 
. 389 mm 


Mittelwert 397 mm (40,7 mm pro Milligramm N). 


Der osmotische 
der der Lésung 2. 


Gesamt-N). 
fliissigkeit. 


Druck hat 


Die Spaltung hat 
Auffallig ist die geringe Vermehrung des N in der Auben- 


Biochemische Zeitschrift Band 217. 


abgenommen und _ ist 


(Rest-N 5% 


zugenommen 


niedriger als 
vom 
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Versuch 11. Albumin aus frischen Eiern. Ansatz wie vorher. Osmo- 
meter nach 24 Stunden abgelesen. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck 


320 mm 
800 , 
286 . 
290 , 
270 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
” ” 
konstant 
sinkt 
steigt 


. 150mm 
43 , 
oe. 


68 mm 
. oe 


. 348 mm 


Druck Meniskus 
320 mm sinkt rasch 
300 , konstant 
810 , sinkt 
290 , steigt 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitefrei. ...... 36, 
tp nn ME eee a 
56 mm 
NR ocd i Scie Oe 
Osmotischer Druck . . 356 mm 


Mittelwert 352mm (40,9mm pro Milligramm N). 


2. Nach 3 Minuten Spaltung. 





Druck 


350 mm 


330 , 
310 , 
290 , 
300 , 


Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


” - 
steigt 
konstant 
. 150mm 
 — 
89 , 
64 mm 
Re 
. 364 mm 


Druck Meniskus 
350 mm sinkt rasch 
330 . ” ” 
310 . konstant 
800 , steigt 
820 , sinkt 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 5O , 
WE 6 ieee 2. a ® 
61 mm 
ig gg wg a 


Osmotischer Druck . . 871mm 


Mittelwert 368 mm (45,0 mm pro Milligramm N). 


Der osmotische Druck ist gestiegen. Rest-N 3°, vom Gesamt-N. Die 
Zunahme des Rest-N findet sich in der AuBenlésung wieder. 
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3. Nach 6 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 


320 mm sinkt rasch 


300 - 
280 , konstant 
270 , steigt 
290 , sinkt 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Fliesigkeitefrei ....... 3, 
ee ee or 
79 mm 
Abgelesen. . . Sere es 


Osmotischer Druck . . 859 mm 


(40,7 mm pro Milligramm N.) 





Der Druck hat also wieder abgenommen, wie bei dem Fortschritt der 


Spaltung zu erwarten ist. 


Der Versuch zeigt wieder ein Ansteigen des 


osmotischen Druckes im Beginn der Pepsinwirkung; sobald die Spaltung 


gréBer wird, sinkt der Druck wieder ab. 


Versuch 12. Ansatz wie vorher. Osmometer nach 24 Stunden abgelesen. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck 

240 mm sinkt rasch 200 mm 

220 , a 4 i80 , 

200 , x 160 , 

ae steigt 170, 

180 , konstant 
Lange der Kapillare 150mm _—_ Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei. ...... 62 , Flissigkeitsfrei . 
Mapillerttit 2... we ces By Kapillaritat 

47 mm 

ee eee oe Abgelesen . 


Osmotischer Druck . . 227mm | Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt .rasch 


steigt 
konstant ' 
150 mm 
— « 
43 , 
47 mm 
ss Ee « 


. 217 mm 


Mittelwert 222mm (38,9mm pro Milligramm N). 
5* 
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2. Nach 3 Minuten Spaltung. 
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Druck 

220 mm 

200 , 

180 , 

170 , 

190 , 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . . ‘ 
Osmotischer Druck . 


gering. 


Der Druck hat zugenommen. 


Meniskus Druck 
sinkt rasch 290 mm 
- ia 180 
konstant 160 
steigt 170 
sinkt 
. 150mm _ , Lange der Kapillare 
oe -s Flassigkeitsfrei . 
ee Kapillaritat 
58 mm 
ae Abgelesen . . . . 


. 238mm | Osmotischer Druck . 


3. Nach 6 Minuten Spaltung. 


Meniskus 


sinkt rasch 


" steigt 
konstant 
. 150 mm 
oo . 
43 , 
77 mm 
. 170 
‘ 247 mm 


Mittelwert 243mm (42,3mm pro Milligramm N). 


Wie die Tabelie zeigt, ist die Spaltung 





Druck 


240 mm 
220 
210 
200 


Lange der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . “er 
Osmotischer Druck . . 


AuBenlésung. 


Weiteres Ansteigen des osmotischen Druckes. 
haben weiter zugenommen. 


Meniskus Druck 
YAS 
sinkt rasch a one 
sinkt 909 ” 
konstant 210 ” 
steigt 190 " 
. 150mm __ Lange der Kapillare 
oe Flissigkeitsfrei . . 
43 , Kapillaritat 
53 mm 
oa Abgelesen . 


. 263mm | Osmotischer Druck . 


j 4. Nach 12 Minuten Spaltung. 


Meniskus 
sinkt rasch 
” ” 
konstant 
sinkt 
steigt 


. 150 mm 
7 . 
42 
58 mm 

. 200 


. 258 mm 


Mittelwert 261 mm (44,9mm pro Milligramm N). 


Rest-N und NH,-N 
Der vermehrte Rest-N findet sich in der 





Druck 


200 mm 

180 , 

160 . 

170 . | 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . "er 
Osmotischer Druck . . 
Mittelwert 








Meniskus Druck 
sinkt rasch 200 mm 
” ” 189 > 
steigt 160 , 
konstant 170 , 


. 150mm __ Lange der Kapillare 
e Flissigkeitsfrei . 


42 , || Kapillaritat 
52 mm 
. = Abgelesen . . 
. . 222mm | Osmotischer Druck. . 


Meniskus 


sinkt rasch 


"steigt 
konstant 

150 mm 

= 

2 . 

54 mm 

_ 

. 224mm 


223 mm (38,5 mm pro Milligramm N). 
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Die Tabelle zeigt, daB das Sinken des osmotischen Druckes mit einer 
neuen Spaltungszunahme zusammenfallt. 





Versuch 13. 
nach 24 Stunden. 


Ansatz wie im vorigen Versuch. 


1. Unverdaute Lésung. 


Osmometerablesung 





Druck 


250 mm 
230 
210 
190 
200 


Lange der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
steigt 


konstant 


150 mm 


om. 

2 , 

57 mm 
. 200 


257 mm 


Druck 
200 mm 
180 , 
160 
150 , 
170 


Linge der Kapillare 
Flassigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


(40mm pro Milligramm N). 


Meniskus 


sinkt rasch 
konstant 
steigt 


sinkt 


150 mm 

43 

42 

65 mm 
. 160 


225 mm 


Die Kontrollen stimmen schlecht tiberein; nur die héheren Werte sind 
in der Tabelle aufgenommen. 


(2. Nach 3 Minuten Spaltung. 





Druck 


280 mm 

260 

240 , 

250 , 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Mittelwert 278 mm (44,6mm pro Milligramm 


Meniskus 


sinkt rasch 


steigt 
konstant 
150 mm 
78 
42 , 
30 mm 
250 , 


280 mm 


Druck 


250 mm 
230 
219 


220 
Lange der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . . . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Deutliche Druckzunahme bei geringer Spaltung. 


Meniskus 


sinkt> rasch 
steigt 


konstant ‘ 


150 mm 


53; 
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3. Nach 6 Minuten Spaltung. 





Druck 


220 mm 
200 , 
180 , 
190 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


- - 


steigt 
konstant 
. 150mm 
a 
42 , 
57 mm 
. 190 , 
. 247mm 


Druck Meniskus 

220 mm sinkt 

210 , sinkt langsam 

200 , steigt 

205 , konstant 
Lange der Kapillare . . . . 150mm 
PUN. 8 we 6 on BERG 
DEE, Sc ek oe em SD 


37 mm 


Aboelosm. ....... 0 ® 


Osmotischer Druck . . 242 mm 


Mittelwert 245 mm (40,6 mm pro Milligramm N). 


Der Druck hat wieder abgenommen. 


4. Nach 12 Minuten Spaltung. 





Lange der Kapillare . 


Druck 


220 mm 
200 

180 - 
190 . 


Flissigkeitsfrei 


Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


(38,5 mm pro Milligramm N.) 


Weiteres Absinken 


Meniskus 


sinkt rasch 


“ 


steigt 
konstant 
. 150mm 
5B, 
 « 
54 mm 
— on 
. 244mm 


des osmotischen Druckes bei Weiterspaltung. 


Der Versuch zeigt im ganzen betrachtet wieder sehr deutlich, daB8 es im 
Beginn der Pepsinwirkung zu einer Steigerung des osmotischen Druckes 
kommt, der dann beim Fortschreiten der Spaltung rasch abnimmt. 


Versuch 14. Ansatz wie in den vorherigen Versuchen. Osmometer 
abgelesen nach 24 Stunden. 
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1. Unverdaute Lésung. 





Druck 
330 mm 
310 , 
290 

270 , 
280 - 


Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 


- 


steigt 


konstant 
150 mm 
66 . 
40 , 
44 mm 
. 280 
. 324mm 


Druck Meniskus 


270 mm sinkt rasch 


250 , “i ‘a 
230 , steigt 
240 , konstant 


Lange der Kapillare 150 mm 


Fliissigkeitsfrei. . . ... . 34 
dd 

76 mm 
eas. ks 8 8 OO SSE 


Osmotischer Druck . . 316mm 


yw - 


Mittelwert 320 mm (39,8mm pro Milligramm N). 


2. Nach 3 Minuten Spaltung. 





Druck 


300 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


280 . ” 
260 steigt 
270 , konstant 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . 30 
Kapillaritat 40 
80 mm 
Abgelesen te, 


Osmotischer Druck 


. 350 mm 


Druck Meniskus 
300 mm sinkt rasch 
280 , konstant 
270 , steigt 
a sinkt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Pimemenenere......-. +. OL 
Kapillaritat is aes 
59 mm 
Abgelesen . . See ee 
Osmotischer Druck . 339 mm 


Mittelwert, 345mm (43,2 mm pfo Milligramm N). 


Deutlicher Anstieg des osmotischen Druckes bei geringer Vermehrung 
des Rest-N und des NH,-N. Die Rest-N-Zunahme entspricht einer Ver- 
mehrung des N in der AuBSenlésung. 


3. Nach 6 Minuten Spaltung. 





Druck 


270 mm 


250 

240 

245 , 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
sinkt langsam 
steigt langsam 

konstant 


150 mm 
14 
40 


96 mm 
- fe 


341 mm 


(42,2 mm pro Milligramm N.) 


Geringe Senkung des osmotischen Druckes. 
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4. Nach 12 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

280 mm sinkt rasch 280 mm sinkt rasch 

260 , M 260 , konstant 

250 konstant 250 steigt 

240 , steigt 270 , sinkt 
Lange der Kapillare 150mm | Linge der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . 51 Flissigkeitsfrei . oF 
Kapillaritat 40 , Kapillaritat 40 

59 mm 56 mm 

Abgelesen . . 260 , Abgelesen . 260 
Osmotischer Druck . 309mm | Osmotischer Druck . . 316 min 


Mittelwert 313 mm (38,5 mm pro Milligramm N). 


Der osmotische Druck ist wieder zuriickgegangen und ist etwas niedrige: 
als der der unverdauten Lésung. Die Tabelle zeigt, daB gleichzeitig eine 
Zunahme des Rest-N (3,7 % vom Gesamt-N) und des N H,-N festzustellen ist. 
Der Versuch zeigt wieder, daB der allererste Beginn der Spaltung von hohe 
Druckzunahme begleitet ist. Sobald die Spaltung deutlicher wird. tritt 
eine Drucksenkung auf. 


Versuch 15. Ansatz wie in den vorherigen Versuchen. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

280 mm sinkt rasch 270 mm sinkt rasch 

260 , " - 250 , konstant 

240, steigt 240 , steigt 

250 , konstant 260 sinkt 
Lange der Kapillare 150mm _ Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . 59 , Flissigkeitsfrei . 53 
Kapillaritat 42 , Kapillaritat 41 

49 mm 56 mm 

Abgelesen . 250 Abgelesen . . 250 
Osmotischer Druck . . 299mm  Osmotischer Druck . . 306 mm 


Mittelwert 


303 mm (39,9mm pro Milligramm N). 
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2. Nach 4 Minuten Spaltung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
350 mm sinkt rasch 320 mm sinkt rasch 
330 = 300, » 
310 konstant 280 konstant 
300, steigt 270 steigt 
320 sinkt 290 sinkt 
_ Lange der Kapillare 150mm Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . = = Flissigkeitsfrei . 56 
Kapillaritat os Kapillaritat 41 
nm 
26 mm 53 mm 
Abgelesen 310 Abgelesen 280 
nin 
Osmotischer Druck 336mm  Osmotischer Druck 333 mm 
Mittelwert 335mm (43.5mm pro Milligramm N). 
fel Ps . . 
ine Deutliche Zunahme des osmotischen Druckes, bei geringer Vermehrunyg 
st. des Rest-N und des NH,-N (siehe Tabelle). 
11 
itt P , . 
3. Nach 8 Minuten Spaltung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
300 mm sinkt rasch 280 mm sinkt rasch 
980 i 260 
260 konstant 240 , steigt 
250 . steigt 250 , konstant 
270 sinkt 
Lange der Kapillare 150mm _— Lange der Kapillare 150 mm 
Fliassigkeitsfrei . 63 Flissigkeitsfrei . 63 
Kapillaritat a -5 Kapillaritat a , 
46 mm 46 mm 
m Abgelesen . 260 Abgelesen 250 
Osmotischer Druck . . 306mm = Osmotischer Druck 296 mm 
Mittelwert 301 mm (38,6 mm pro Milligramm N). 
m 
Der osmotische Druck hat deutlich abgenommen und ist bereits geringer 
m als der der unverdauten Lésung. Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB Rest-N 
und NH,-N merklich zugenommen haben. (Der Rest-N betragt 5,5% 
des Gesamt-N.) 
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Versuch 16. Ansatz wie vorher. Osmometer abgelesen nach 24 Stunden. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck 


250 mm 


230 , 

0 

200 

220 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritiat 
Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 
steigt 
sinkt 
. 150mm 
_—~ 
41 
79 mm 
; oe ~ 


. 289 mm 


Druck 
250 mm 
230 , 
210 , 
200 
190 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


sinkt 
konstant 
steigt 
. 159mm 
a 
a 
97 mm 
200 


. 297 mm 


Mittelwert 293 mm (36,8 mm pro Milligramm N). 


2. Nach 5 Minuten Spaltung. 





Druck 


280 mm 
260 . 
240 

250 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


OYsmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
steigt 
konstant 
. 159mm 
35 


41 


74 mm 
. 250 


. 324mm 


Druck 


280 mm 

260 , 

240 , 

250 

230 
Lange der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . 
Kapillaritit 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 
sinkt 
steigt 


150 mm 
23 


a. 
86 mm 
. 240 


. 826 mm 


Mittelwert 325mm (41,0mm pro Milligramm N). 


Deutlicher Druckanstieg, ohne daB eine Spaltung chemisch nach- 


weisbar ist. 


3. Nach 10 Minuten Spaltung. 





Druck 


289 mm 

260 

240 ., 

230 , 

250 
Lange der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
konstant 
steigt 
sinkt 
. 150 mm 
a 
42 . 
81 mm 
. 240 


. 321 mm 


Druck 


280 mm 
260 . 
240 . 
250 . 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


steigt 
konstant 


150 mm 


44 , 

Al 

65 mm 
. 250 


. 815mm 
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Druck Meniskus 


260 mm sinkt rasch 


240 ,. - " 
220 , steigt 
230 , konstant 


Lange der Kapillare . 150 mm 


F lissigkeitsfrei ‘ene 2 

EOS 6 as Ge we Se By 
86 mm 

MG. aia gee S38. 


Osmotischer Druck . . . . 316mm 
Mittelwert 317 mm (39,8 mm pro Milligramm N). 


Der Druck ist gegen den vorigen Wert ein wenig gesunken. Wie die 
Tabelle zeigt, haben Rest-N und NH,-N nur wenig zugenommen. 


4. Nach 20 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 


280 mm sinkt rasch 280 mm sinkt rasch 
260 a 260 . 
240 , konstant 240 ,, ” ” 
230 steigt 220 , steigt 
250 , sinkt 230 . konstant 
Lange der Kapillare 150 mm Lange der Kapillare . - 150 mm 
Flissigkeitsfrei . 39 Flissigkeitsfrei . 85 , 
Kapillaritéat . . . 40 , Kapillaritat 40 
71 mm 75 mm 
Abgelesen . 240 Abgelesen . . 230 


Osmotischer Druck . 


311 mm 


Osmotischer Druck . 





Druck Meniskus 

280 mm sinkt 

260 , steigt 

270 , konstant 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei 59 , 
Kapillaritit 41 , 

50 mm 

Abgelesen . 270 


Osmotischer Druck 


. . 320 mm 


305 mm 





Mittelwert 312 mm (39,1 mm pro Milligramm N). 


Weiteres geringes Absinken des osmotischen Druckes. Im ganzen 
betrachtet, zeigt der Versuch ein deutliches Steigen des osmotischen Druckes 
zu einer Zeit, wo die hydrolytische Wirkung des Pepsins noch nicht fest- 
stellbar ist; 
Spaltung. 


ferner ein ilangsames Sinken bei deutlich fortschreitende: 
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Versuch 17. 
abgelesen. 


Anordnung wie vorher. 


Osmometer nach 24 Stunden 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus 


250 mm sinkt rasch 


Druck Meniskus 


260 mm sinkt rasch 





230 < es oa konstant 

210 , in i 230 , steigt 

190 ,, steigt 250 , sinkt 

200 , konstant 
Lange der Kapillare . . 159 mm Lange der Kapillare 150 mn 
Fliesigkeitefrei. ...... 18 , Flissigkeitsfrei. . . . .. . 38 
OES 5 sg cs cl | a 

91 mm 56 mm 
ROGUE cco. «cow wae De: iin 2 ds ee 
Osmotischer Druck . . 291 mm = Osmotischer Druck . . 296 mm 
Mittelwert 294 mm (40,1 mm pro Milligramm N). 
2. Nach 2 Minuten Spaltung. 
Drack Meniskus Druck Meniskus 


280 mm sinkt rasch 


260 t - 
240 , steigt 
250 , konstant 


Lange der Kapillare . 150 mm 


280 mm sinkt rasch 


260 ‘o 

240 , ‘ 

2) ly steigt 

230 , konstant 
Linge der Kapillare 150 mm 
Pitempkenterem. ...... iM , 
DE 5 4 x oe ee 

96 mm 

CS i ae 


Osmotischer Druck . . 326 mm 





Fifesigkeitefre:. ...... 4, 
Bepeetss oe se fe 
63 mm’ 
eee aera i 
Osmotischer Druck . . 3138 mm 
Druck 
300 mm 
280 
270 
290 


Lange der Kapillare . 


Fliissigkeitsfrei 
Kapillaritat . 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


konstant 
steigt 
sinkt 
150 mm 
oa ie 
. i 
51 mm 
Re Ee 
. 331 mm 


Mittelwert 323 mm (44,2 mm pro Milligramm N). 


Deutliche Zunahme des osmotischen Druckes. 
Rest-N und des NH,-N ist sehr gering. 


Die Zunahme des 
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3. Nach 10 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Drack Meniskus 
250 mm sinkt rasch 250 mm sinkt rasch 
230 sinkt langsam  - . . 
220 steigt langsam 220 , konstant 
225 , konstant 210 , steigt 
Linge der Kapillare - . 150mm _ | Lange der Kapillare 150 min 
Flissigkeitsfrei . . Sar Flissigkeitsfrei . + + ae 
Kapillaritat a... Kapillaritit oh on 
82 mm 97 mm 
Abgelesen . . 225 Abgelesen . . . sau 


Osmotischer Druck . 


307 mm 


Osmotischer Druck . 


317 mm 


Mittelwert 312 mm (41,8 mm pro Milligramm N). 
Der Druck ist nur noch wenig héher als der der unverdauten Lésung. 
Geringe Zunahme von Rest-N und NH,-N. 


4. Nach 20 Minuten Spaltung. 








Druck Meniskus Drack Meniskus 

250 mm sinkt rasch 249 mm sinkt rasch 

230 . “ 220 - « 

210 konstant 210 konstant 

200 steigt 200 steigt 

220... sinkt 
Lange der Kapillare 150 mm Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei1. . . . .. i9 , Flissigkeitsfrei . ; 28 
a ee ee Bapillertit .......'. 4 

99 mm 81 mm 

DO Pe eee: le I. sos ee Oe 
Osmotischer Druck. . . . . 300 mm | Osmotischer Druck... . . 291 mm 


Mittelwert 296mm (38,9 mm pro Milligramm N). 

Deutliches Sinken des osmotischen Druckes. Der Zuwachs an Rest-N 
und NH,-N ist betrachtlich. Auch dieser Versuch zeigt den Anstieg des 
Druckes zu einer Zeit, wo die Spaltung chemisch eben nur nachweisbar ist. 
Bei weiterer Zunahme an Rest-N und NH,-N sinkt der osmotische Druck. 

Die Versuche zeigen mit zwei Ausnahmen (Versuche 2 und 3) eine deut- 
liche, wenn auch geringe Zunahme des osmotischen Druckes zu einer Zeit, 
da noch kein oder kein sicherer Nachweis eines peptischen Abbaues zu 
erbringen ist (vgl.z. B. Versuche 4, 8, 9, 10, 11 und 12). Mit dem Fort- 
schreiten der Spaltung, nachweisbar durch Zunahme des Rest-N und 
des Amino-N, sinkt der osmotische Druck wieder (vgl. z. B. Versuche 8, 
11, 12, 18, 14, 15 und 17). In einer groBen Anzahl der daraufhin unter- 
suchten Fille treten schon bei einer geringgradigen fermentativen Spaltung 
(gemessen am Rest-N) dialysable, in der AuBenfliissigkeit nachweisbare N- 
haltige Produkte auf, die somit zu dem osmotischen Druck der Ovalbumin- 
lésung nicht beitragen kénnen. Die Ergebnisse der einzelnen Versuche 
sind in den folgenden Tabellen tibersichtlich zusammengestellt !. 


1 Die Zahlen in den Klammern iibersteigen die Fehler der Be- 
stimmung nicht sicher. 
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Il. 


In einer zweiten Reihe von Versuchen wurde untersucht, wie der 
osmotische Druck einer Caseinlésung bei kurzer Einwirkung von Trypsin 
sich andert. In erster Linie interessierte uns auch hier, ob im ersten 
Anfang der Fermentwirkung eine Steigerung des osmotischen Druckes 
sich wiirde nachweisen lassen. 


Das Trypsin wurde nach den Vorschriften von Willstdtter und 
Waldschmidt-Leitz dargestellt. Vom Erepsin wurde das Trypsin nach 
Waldschmidt-Leitz getrennt. Die Caseinlésung wurde aus kauflichem 
Casein (Hammarsten, Kahlbaum) hergestellt. 


Eine Schwierigkeit ergab sich dadurch, daB die Untersuchung 
der osmotischen Druckverhaltnisse nicht bei dem _ isoelektrischen 
Punkt des Caseins ausgefiihrt werden konnte, da das Casein in seinem 
isoelektrischen Punkt nicht léslich ist. Titriert man mit Natronlauge 
unter Kontrolle der Glockenelektrode von der sauren Seite zur Gegend 
des isoelektrischen Punktes hin, so zeigt sich, daB etwa bei py 3,2 das 
Casein auszuflocken beginnt. Die osmotischen Untersuchungen wurden 
daher alle bei py 2,8 vorgenommen. 


Bei den Versuchen wurde so vorgegangen, daB eine abgewogene Menge 
Casein unter Zusatz von n Natronlauge in destilliertem Wasser gelést und 
daB dann diese Lésung durch weiteren Zusatz von n Natronlauge, unter 
Kontrolle der Glockenelektrode auf py 8,0 gebracht wurde. Die insgesamt 
verbrauchte Menge n NaOH wurde notiert. Aus dieser Lésung wurden 
dann drei Abnahmen gemacht. Es wurden gleiche Mengen in drei Kélbchen 
pipettiert und zu jedem Kélkbchen die gleiche Menge der erepsinfraien Trypsin- 
lésung zugesetzt. Der Inhalt des ersten Kélbchens wurde dann sofort, 
durch Zusatz einer genau abgelesenen Menge n HC! aus einer Mikrobiirette, 
angesduert (bis etwa py 2,5). Die beiden anderen Kélbchen wurden fii 
bestimmte Zeiten in den Brutschrank bei 37° gebracht, dann ebenfalls mit 
derselben Menge n HCl angeséuert. Danach erfolgte die Einstellung aut 
pu 2,8 durch Zugabe von nNaOH (unter Kontrolle der Glockenelektrode). 
Die Salzkonzentration betrigt in diesen Lésungen etwa m/10, so dab 
eine Donnanverschiebung im System keine wesentliche Rolle mehr spielen 
kann. 


Die Gesamt-N-, Rest-N- und NH,-N-Bestimmungen wurden wie bei 
den Pepsinversuchen beschrieben ausgefiihrt. Auch die Anordnung zur 
Bestimmung des osmotischen Druckes geschah in gleicher Weise. Der 
Ausgleich erwies sich nach 24 Stunden als beendet. Zur Kontrolle wurde 
bei einer Anzahl von Versuchen nach 48 Stunden nochmals abgelesen. 
Bei der Messung des osmotischen Druckes wurden die Druckeinstellungen 
des Manometers in Absténden von je 1 Minute geandert und in dieser Zeit 
das Steigen, Sinken oder Stillstehen notiert. Diese Anordnung war ndétig. 
da der Meniskus auch in der Gleichgewichtslage nicht lange stillstand. 
Doppelt, oft dreifach angesetzte Kontrollen sicherten die Richtigkeit 
der so gewonnenen osmotischen Werte. In den AuBenlésungen wurden, 
wie bei den Versuchen mit Ovalbumin, Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. 
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Die Versuche. 


Versuch 1. 70ccm einer durch Zusatz von nNaOQH hergestellten 
6% igen Caseinlésung (Hammarsten) wurden unter Kontrolle der Glocken- 
elektrode auf pg 8,0 gebracht; dabei wurden 3,5 ccm nNaOH verbraucht. 
In drei Kélbchen wurden je 20 ccm dieser Lésung abpipettiert, in die dann 
je 0,lcem der von Erepsin befreiten Trypsinlésung hineingegeben wurde. 
Das erste Kélbchen wird dann sofort mit 1,40cem nHCl angesaéuert und 
mit drei Tropfen Natronlauge auf py 2,85 gebracht (Glockenelektrode). 
Das zweite Kélbchen kommt auf 5 Minuten, das dritte auf 10 Minuten in 
den Brutschrank (37°). Beide werden dann genau so, wie es fiir das erste 
Kélbchen beschrieben wurde, auf 2,85 py gebracht. In allen drei Lésungen, 
die véllig klar sind, werden Gesamt-N, Rest-N, NH,-N nach van Slyke 
bestimmt und je zwei Parallelen zur Bestimmung des osmotischen Druckes 
angesetzt. Als AuBenlésung werden 70,0 ccm destillierten Wassers mit 
3.5cem nNaOH versetzt, 4,0cem HCl hinzugegeben und die Lésung 
unter Kontrolle der Glockenelektrode annaihernd auf pq 2,85 gebracht. 


1. Unverdaute Lésung. 





Drack Meniskus Druck Meniskus 

70 mm fallt rasch 80 mm fallt rasch 

- « fallt 7 % sinkt 

50, steht still i te steht still 

40 , steigt 50 steigt 
Lange der Kapillare . 150mm __, Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 49 , Flissigkeitsfrei. ...... S1 , 
Kapillaritat ........ 46 , | Kapillarittt ........ 46, 

‘ 55 mm 53 mm 

eee eee ee ee ee ee, 


Osmotischer Druck . 185mm _ = Osmotischer Druck . 113 mm 


Mittelwert 109mm (pro Milligramm Gesamt-N 17,9 mm). 


2. Nach 5 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 


120 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch 





100, a 100, " . ) 
9; aie so. ee 
80 , steht still ae steht still 
ee steigt oO . steigt 
Lange der Kapillare 150mm _ Lange der Kapillare 150 mm 
eee ae Flissigkeitsfrei. ...... 36 , 
Mapilleritét ........ & 5g ME ee 
72 mm 68 mm 
Sbgeeem ......-.. © , | Abgeleom.......-. WW, 
Osmotischer Druck . 152mm _ = Osmotischer Druck . 138 mm 


Mittelwert 145mm (pro Milligramm Gesamt-N 24 mm). 
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Eine Spaltung ist nicht nachweisbar ; dabei ist eine deutliche Zunahme 
des osmotischen Druckes festzustellen. 


3. Nach 10 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 
120 mm | sinkt rasch 
100 , ” ” 
80 , . si 
ae steht still 
60 , steigt 
Lange der Kapillare . . . 150 mm 
Flissigkeitsfrei os Bry 
Kapillaritat . ice gee 
78 mm 
Abgelesen . = 
Osmotischer Druck . . 148 mm 


(Pro Milligramm N 23,4 mm.) 


tine Anderung des osmotischen Druckes gegeniiber dem der Lésung 
nach 5 Minuten Spaltung laBt sich nicht feststellen. Wie die Tabelle zeigt, 
ist nur eine ganz geringe Rest-N-Zunahme festzustellen. 


Versuch 2. Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck 


120 mm 

100 , 
80 , | 
90 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
” ” 
steigt 

steht still 


150 mm 
44 , 
ae 


59 mm 
90 , 


. 149 mm 


Druck 


120 mm 
100 , 
80 
70 
60 
Linge der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
- ‘ 


” 
steht still 
steigt 
. 150 mm 
oe « 
a 
56 mm 


70 


- 


126 mm 


Mittelwert 138 mm (pro Milligramm N 25,5 mm). 


Die Parallelen stimmen schlecht iiberein. 
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2. Nach 6 Minuten Spaltung. 
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Druck 
130 mm 
110 , 
90 , 
80 , 
ae 


Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat 


Abgelesen. . . 


Osmotischer Druck . 


i 


Meniskus | Druck 


sinkt rasch 130 mm 


” . 110 , 

” - 90 , 

steht still 80 , 

steigt ” SS 

150 mm ___ Lange der Kapillare 
35 , Flissigkeitsfrei . 
on & Kapillaritat 
69 mm 
80 , Abgelesen . 
149 mm _ > Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
2 ” 
sinkt 
steht still 
sinkt 


150 mm 


Ss . 
46 
76 mm 
aa 


156 mm 


Mittelwert 152mm (pro Milligramm N 27,9 mm). 


3. Nach 12 Minuten Spaltung. 





Druck 


150 mm 


130 , 

120 , 

110 , 

100: . 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 
Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus Druck 


smkt rasch 150 mm 


” ” 130 , 
- ~ oo 
steht still 110 , 
*steigt 


150 mm | Lange der Kapillare 


Ct +s Flissigkeitsfrei . 
- 46 , Kapillaritat 
57 mm 
110 , Abgelesen . 
167 mm = Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


” ” 


steht still 


steigt 
. . 150 mm 
48 , 
a 
55 mm : 
So, 


175 mm 


Mittelwert 171 mm (pro Milligramm N 3,10 mm). 


Nach 6 Minuten Spaltung ist ein Druckanstieg festzustellen, dessen 
a + ; . ' 
GréBe wegen der schlechten Ubereinstimmung der Parallelen in der un- 


verdauten Lésung nicht genau anzugeben ist. 
Rest-N ist vorhanden. 


Eine geringe Zunahme des 
Nach 12 Minuten weiterer, deutlicher Anstieg des 


osmotischen Druckes. Die Tabelle zeigt eine geringe Zunahme des Rest-N. 
In der AuBenlésung keine Zunahme des Gesamt-N. 
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Versuch 3. 
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Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 








Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch 
130 ‘. ‘a 100 , © “ 
110 e . 80 , steht still 
100 , steht still ” S steigt 
7 < sinkt 90 sinkt 
Lange der Kapillare 150 mm | Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei . i ae | Flissigkeitsfrei . = 
Kapillaritat 46 , Kapillaritat 46, 
26 mm 32 mm 
Abgelesen . . 100 , | Abgelesen . 80 , 
Osmotischer Druck . . 126 mm | Osmotischer Druck . . . 112 mm 
Mittelwert 119mm (pro Milligramm N 21,6 mm). 
2. Nach 6 Minuten Spaltung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
130 , * re 120 , ‘ 
6 . ! y 100 , 9 m 
9 , | steht still oO -. steht still 
ae steigt 0. steigt 
100 , sinkt 
Lange der Kapillare . 150 mm __ Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei . ~ es Flissigkeitsfrei . 42 , 
Kapillaritat 46 Kapillaritat aT » 
60 mm 61 mm 
Abgelesen . 90 , Abgelesen . 90 , 


Osmotischer Druck . 


wi 150 mm’ 


Osmotischer Druck . 





Druck 

150 mm 

130 

110 

100 

9 , 
Lange der Kapillare . 
Fliassigkeitsfrei 
Kapillaritat . 
Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 
” ” 
steht still 
steigt 
. 150 mm 
48 , 
46 , 
61 mm 
; Se as 


. 161 mm 


. 151 mm 


Mittelwert 155mm (pro Milligramm N 27,3 mm). 


Deutliche Zunahme des osmotischen Druckes, geringe Vermehruny 
des Rest-N und des NH,-N, die sich nicht in der AuBenlésung wiederfindet . 
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3. Nach 12 Minuten Spaltung. 





sv 


Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 
130 , - ‘ 
120 . steht still 
110 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . . 150 mm 
Flissigkeitsfrei ....... 42 , 
PE so. 2 Se Big 
62 mm 
Serer are aes ae 
Osmotischer Druck. . . 182 mm 


(Pro Milligramm N 31,3 mm.) 


Eine weiterer Druckanstieg bei geringer Weiterspaltung ist vorhanden. 
Der N in der AuBenlésung hat zugenommen, so da®B der Rest-N hier diffusibel 
erscheint. 


Versuch 4. Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 











Druck Meniskus Druck Meniskus 

130 mm sinkt rasch 50 mm sinkt rasch 

i. ~ Se steht still 

90 , ‘i “ 30 steigt 

70. a in a sinkt rasch 

60 , steht still 

50 Steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150 mm | Linge der Kapillare . . . . 150 mm 
Flissigkeitsfrei . in oe ee Flissigkeitsfrei . 31 
Kapillaritat em Kapillaritit 45 

54 mm 74 mm 
Abgelesen . oe ~ Abgelesen . 40 , 
Osmotischer Druck . 114 mm _—_ Osmotischer Druck . 114 mm 
Druck Meniskus 


Mittelwert 119mm (pro Milligramm N 20,8 mm). 


120 mm 


sinkt rasch 


100 ” n 
80 ° 8 
TO « steht still 
60 , steigt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei 44 , 
Kapillaritit 46 , 
60 min 
Abgelesen . 70 


Osmotischer Druck 


130 mm 
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2. Nach 6 Minuten Spaltung. 








Druck Meniskus Druck Meniskus 

180 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 

160 , ‘i ‘a 130 , re t 

140 , “ ‘ i ~ . 

190. . steht still 7) « steht still 

120 steigt 80 , steigt 
Lange der Kapillare . 150 mm __ Linge der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei . a Flissigkeitsfrei . eearae Ce 
Kapillaritat 45 , | ee 

48 mm 77 mm 

BRON. G6 yo 0 es sc Ss Pee 
Osmotischer Druck . . 178 mm | Osmotischer Druck . . 167 mm 





Druck Meniskus 


150 mm sinkt rasch 


130 , ” ” 
110 , | ” " 
90 , ‘ ® 
80 , steht still 
a steigt 
Lange der Kapillare . . . 150 mm 
Pe. fe WOE ® 
PE ss 6 ew a 
71 mm 
ee ae ee ae dae 


Osmotischer Druck . . . 151 mm 
Mittelwert 166mm (pro Milligramm N 29,3 mm). 

Die Parallelen stimmen nicht sehr gut iiberein, doch laBt sich eine 
deutliche Zunahme des osmotischen Druckes feststellen. Der Rest-N hat 
sich etwas vermehrt; der NH,-N hat sich nicht geéndert. In der AuBen- 
lésung keine N-Zunahme. 


3. Nach 12 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck | Meniskus 


150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 


130 , . - 130 , steht still 

i ae " ‘i 120 , steigt 

in steht still 140 , sinkt 

90 , steigt 
Linge der Kapillare . . 150 mm | Lange der Kapillare . . . . 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 31 , Paes www es SB, 
Bapilleritit ... 2.1.5. @® Ppt a ee aS 

74 mm 43 mm 

eee etry ae Be se nc ss es 
Osmotischer Druck . . 174mm _— Osmotischer Druck . . 173 mm 


Mittelwert 174mm (pro Milligramm N 31,4 mm). 
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Weitere Druckzunahme, die Tabelle zeigt eine weitere Zunahme des 
Rest-N (0,04 mg/cem). In der AuBenlésung keine Vermehrung des N. 
Versuch 5. Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 








Druck 


100 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


Druck 


100 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


70 y a 80 , m - 
50 , a i 60 . ie % 
40 , » ‘ 50 , steht still 
30 , steht still 40 , steigt 
- steigt 


Lange der Kapillare 


150 mm 


Lange der Kapillare 





150 mm 


Flissigkeitsfrei . 23 , Flissigkeitsfrei . 46 , 
Kapillaritat 46 Kapillaritat 46 , 
76 mm 58 mm 
Abgelesen . 30 Abgelesen . 50 , 
Osmotischer Druck . 106 mm | Osmotischer Druck . 108 mm 
Druck Meniskus 
100 mm sinkt rasch 
sO . A ‘ 
tio » nr 
50 steht still 
40 sinkt 
Lange der Kapillare . 150 mm x 
Flissigkeitsfrei . 36 ; 
Kapillaritat . 45 
69 mm 
Abgelesen . 50 , 
Osmotischer Druck . 119 mm 


Mittelwert 111 mm (pro Milligramm N 20,5 mm). 


2. Nach 6 Minuten Spaltung. 





Drack 


150 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


Druck 


150 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


130 , . - 180 , steht still 

110 , - ss 140 , sinkt 

100, steht still 120 , steigt 

ay. steigt 
Linge der Kapillare 150 mm ___ Liaange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . = Flassigkeitsfrei . 8 , 
Kapillaritat 45 , Kapillaritat 46 , 

81 mm 69 mm 

Abgelesen . . 100 , Abgelesen . 130 , 
Osmotischer Druck . 181 mm  Osmotischer Druck . 199 mm 
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Druck 


150 mm 
140 , 
130, 


Linge der Kapillare . 


Flissigkeitsfrei 
Kapillaritit 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt 
steht still 
steigt 
150 min 
"% 
46 
67 mm 
140, 


. 207 mm 


i] 


Mittelwert 196mm (pro Milligramm N 31,7 mm). 


Deutliche Zunahme des osmotischen Druckes bei eben nachweisbare1 


Zunahme des Rest-N. Der NH,-N ist deutlich vermehrt. 


lésung keine Zunahme des N. 


In der AuBen- 


3. Nach 12 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 
100 , . . 
Li0..« ‘ ‘ 
ws Fe . 
80 , steht still 
. ¢ steigt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Pidemeuermirei. ...... WT, 
Kapillaritat “ 
88 mm 
[ae eres | 


Osmotischer Druck . 


Der osmotische Druck hat sich nicht wesentlich geéndert. 


. 168 mm 


Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 
a . ” 
0 ‘ - 
90 , steht still 
a steigt 
100 , sinkt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Pitesigkeitefrei. ...... 24 , 
a ee a 
80 mm 
Pa Ses. 6. ge 


Osmotischer Druck . . 170mm 


Mittelwert 169mm (pro Milligramm N 30,4 mm). 


Dabei 


besteht eine Zunahme des Rest-N (0,08 mg) und des NH,-N. Der N-Gehalt 
der AuBenlésung erscheint unverandert. 
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Versuch 6. 


Fermentative EiweiSspaltung. V. 


Ansatz wie vorher. 


1. Unveranderte Lésung. 


93 








Druck Meniskus Druck 
120 mm sinkt rasch 120 mm 
100 . “ . 100 , 
80 , 80 , 
60 , . 60 . 
40 , ‘. a 70 
ma ~« steht still 50 
20 . steigt 
Lange der Kapillare 150mm  Léange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . ” « Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 45 Kapillaritat 
70 mm 
Abgelesen 30, Abgelesen . 
Osmotischer Druck . 100mm Osmotischer Druck . 
Druck Meniskus 
120 mm sinkt rasch 
100 ” ” ” 
80 . » 
60 . “ . 
40 , steht still 
80 , steigt 
50 , sinkt 
Linge der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsf ei 7 » 
Kapillaritat 45 , 
76 mm 
Abgelesen . 40 , 


Osmotischer Druck . 


116 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


steht still 


sinkt 
steigt 


150 mm 


48 , 
i x 
56 mm 
60 , 


116mm 


Mittelwert 111 mm (pro Milligramm N 19,4 mm). 


2. Nach 6 Minuten. 





Druck 


120 mm 


100 , # . 110 , 

80 , steht still oe’. 

os sinkt 100 , 

a steigt 
Lange der Kapillare 150mm | Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 30 , Flassigkeitsfrei . 
Kapillaritat 45 Kapillaritat 

75 mm 

Abgelesen wee. SF Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


. 155mm 


Druck 


130 mm 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 

steht still 
sinkt 
steigt 


150 mm 
9 


45. 
81 mm 
i . 


. 191 mm 
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Druck 


130 mm 
110 , 
100 , 
90 , 


Lange der Kapillare . 


Flissigkeitsfrei 


Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Mittelwert 173 mm (pro 


Meniskus 


sinkt rasch 


” ” 
steht still 


steigt 


. 150mm 
= « 
45 


73 mm 


100 , 


. 173 mm 


Milligramm N 30 mm). 


Die Parallelen stimmen schlecht iiberein. 


weisbar zugenommen. 


3. Nach 12 Minuten Spaltung. 


Eine erhebliche Druck- 
zunahme ist aber sicher feststellbar. Rest-N und NH,-N haben eben nach- 








Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
130 ” ” 130 ” ” ” 
7... steht still a. steht still 
i” steigt eo steigt 


Lange der Kapillare 


. 150mm 


Lange der Kapillare 


150 mm 


Flissigkeitsfrei . i; Flissigkeitsfrei . 2 , 
Kapillaritat 45 , Kapillaritat 46 , 

87 mm 78 mm 
Abgelesen . oe Abgelesen . : 
Osmotischer Druck . . . 207mm | Osmotischer Druck . . 198 mm 


Mittelwert 203 mm (pro Milligramm N 36,1 mm). 


Weitere Zunahme des osmotischen Druckes. Die Zunahme des Rest -N 
ist noch sehr gering. In der AuBenlésung ist eine Zunahme des N vorhanden, 
die etwa der Rest-N-Vermehrung entspricht. 
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Versuch 7. 
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Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 
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Druck 


120 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


Druck 


120 mm 


100 , ‘ 100 _, 

80 , a ‘ 80 , 

60 , ge 60 , 

40 , . » 4) , 

-_ . steht still 50 , 

20 steigt 30. , 
Lange der Kapillare 150mm ___ Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . |) Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 47 Kapillaritat 

86 mm 
Abgelesen = Abgelesen 


Osmotischer Druck 


. 116mm 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 
” 


” ” 


steht still 

sinkt 

steigt 
150 mm 
_ 
46 , 
63 mm 
40 , 


103 mm 


Mittelwert 110mm (pro Milligramm N 19,8 mm). 


2. Nach 5 Minuten Spaltung. 





Druck 


120 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


Druck 


120 mm 


109 ° » 100, 

80 , steht still - s 

90 sinkt 90 

70 , steigt 
Lange der Kapillare 150mm | Lange der Kapillare 
Fliissigkeitsfrei . 26 Fliissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 47 , Kapillaritat 

77 mm 

Abgelesen Abgelesen 


Osmotischer Druck . 


157 mm 


Osmotischer Druck . 





Druck Meniskus 
120 mm sinkt rasch 
100 , - ” 
80 , steht still 
90 sinkt 
70 steigt 
Linge der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei i» 
Kapillaritat OF « 
84 mm 
Abgelesen . WU ‘a 


Osmotischer Druck . 


oo 164 mm 
Mittelwert 163mm (pro Milligramm N 29,0 mm). 


Meniskus 


sinkt rasch 


steigt 
steht still 


150 mm 


24 , 

os 

79 mm 
. 90 


169 mm 
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Man kann eine erhebliche 
besteht eine geringe 


P. Rona u. 


H. A. Ocelkers: 


Druckzunahme feststellen. 


Zunahme des Rest-N (0,02 mg) und des NH,-N. 
3. Nach 12 Minuten Spaltung. 








Druck Meniskus Druck 
120 mm sinkt rasch 150 mm 
100 , steht still 140 , 
110 , sinkt 130 , 
90 , steigt 
Lange der Kapillare . . . 150mm _— Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . tree so" Flissigkeitsfrei , 
Kapillaritat . . . 47 Kapillaritat 
87 mm 
eee a , WO. Abgelesen . 
Osmotischer Druck . . . 187mm _ | Osmotischer Druck . 
Dreck ‘ pass Meniskes 
150 mm sinkt 
140 , - 
130 steht still 
120 steigt 
Lange der Kapillare . . 150mm 
Flissigkeitsfrei 35 , 
Kapillaritat 47 
68 mm 
Abgelesen . . 130 , 


Osmotischer Druck. . 


. 198mm 


Meniskus 
sinkt 
steht still 
steigt 


150 mm 
= « 
er, 
77 mm 


ae 


. 217 mm 


Mittelwert 201 mm (pro Milligramm N 32,5 mm). 


Die Parallelen stimmen nicht gut tiberein, doch scheint eine weitere 


Zunahme des osmotischen Druckes stattgefunden zu haben. 


Rest-N und 





NH,-N sind wenig vermehrt. Der Gesamt-N in der AuBenlésung ist 
unverandert. 
Versuch 8. Ansatz wie vorher. 
1. Unverdaute Lésung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
130 , " 130 , a _ 
110 , m - 110 * is 
90 , steht still 90 ‘s js 
100, sinkt 80 . steht still 
80 , steigt 40% steigt 
Lange der Kapillare . 150mm __s Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei . 46. Flissigkeitefrei. ...... 47 , 
Kapillaritat 45 , Kapillaritat 45 
59 mm 58 mm 
Abgelesen . a Abgelesen . __ ae 
Osmotischer Druck . . 149mm _— Osmotischer Druck . . . 138mm 


Gleichzeit ig 
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Druck Meniskus 

150 mm sinkt rasch 

130 . ” 

100 . - x 

100 . steht still 

90 , steigt 
Linge der Kapillare . . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei ....... 49, 
EE < -e k pa 

58 mm 

Abgelesen. . . . 5 igs ot ce 
Osmotischer Druck. . . . . . 158mm 


Mittelwert 148mm (pro Milligramm N 26,1 mm). 


2. Nach 12 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt 200 mm sinkt rasch 
140 . steht still 180 , 
139 , steigt 160 , . = 
120 Pe 140 , steht still 
150 , sinkt 
i390 steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei. . ..... 24 , Flissigkeitsfrei. .....'. 37 , 
cc ks i ee ROE nk sk ts 
81 mm 68 mm 
RR (sco se sce 3 «Oe ee ee 
Osmotischer Druck . . . . . 221mm _  Osmotischer Druck . . . . . 208mm 


Mittelwert 214mm (pro Milligramm N 38,0 mm). 


Starke Zunahme des osmotischen Druckes bei geringer Vermehrung 


von Rest-N und NH,-N. 


Nach 25 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
200 mm sinkt rasch 200 mm sinkt rasch 
180 , steht still 180 ‘ a 
190 , sinkt 1690 , steht still 
178. s steigt 170. sinkt 
150 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _ Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Wifesiekeitefres. ...... DW, Flissigkeitefrei. ...... 2 , 
ee ek os eS ar 
75 mm 82 mm 
CO eee BA wk ke se ss ws +s =O 
Osmotischer Druck . . . . . 255mm _  Osmotischer Druck . ... . 242mm 


Mittelwert 249mm (pro Milligramm N 44,2 mm). 
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Weitere erhebliche Druckzunahme. Rest-N und NH,-N haben deutlich 


zugenommen (vgl. 


Tabelle). 














Versuch 9. Ansatz wie vorher. 
1. Unverdaute Lésung. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch 
120 , 110 , i ‘ 
100 , ts s 80 “A 
80 , steht still 60 a z 
so . sinkt 40 steht still 
7” ~ steigt a sinkt 
_ 4 steigt 
Lange der Kapillare 150mm Lange der Kapillare . 150mm 
Pidemgueiteirss. ...... BSB, Flissigkeitsfrei . 45 , 
SIE 5* Ge 5 eee Kapillaritat 46 
46 mm 59 mm 
eee ee. Abgelesen . 40 , 
Osmotischer Druck . 126mm  Osmotischer Druck . 99 mm 
Druck Meniskus 
120 mm sinkt rasch 
100 , : 
80 . 9 n 
a steht still 
60. steigt 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei 65 , 
Kapillaritat 46 
i 39 mm 
Abgelesen . ae 
Osmotischer Druck . 109 mm 
Mittelwert 111mm (pro Milligramm N 20,8 mm). 
2. Nach 20 Minuten Spaltung. 
Druek Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
120 , " = 120 , - > 
190 ¢. steht still 100 . . i 
100 , steigt -_ steht still 
so . steigt 
Lange der Kapillare 150 mm Lange der Kapillare . 150 mm 
Flissigkeitsfrei. . . .... 77 , F lassigkeitsfrei . * 
RNNINO 6 cs ey 5 ot Kapillaritat 46 
28 mm 60 mm 
SE Sn 5 A RS Abgelesen . “ 


Osmotischer Druck . 
Mittelwert 144mm (pro Milligramm N 27,0 mm). 


Osmotischer Druck . . 


150 mm 








(Res 
deut 
wen 


6,8° 
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Der osmotische Druck hat erheblich zugenommen. Der Spaltungsgrad 
(Rest-N in Prozenten vom Gesamt-N) betraigt 1,84°%. Der NH,-N hat 
deutlich zugenommen (0,05 mg). Der N der AuBenlésung hat nur sehr 
wenig zugenommen. 


3. Nach 40 Minuten Spaltung. 





Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 
120 ‘ - 
110 , steht still 
100 ,, steigt 
Lange der Kapillare. . . . . 150 mm 
PENNE ss. Sire so) Oe 
a errs es 
76 mm 
DS Si ae es ae 8 ee 


Osmotischer Druck. . . . . . 186 mm 


(Pro Milligramm N 35,7 mm.) 
Der Druck hat anscheinend weiter zugenommen. Spaltungsgrad 


6,8°. Die N-Vermehrung in der AuBenfliissigkeit ist zu gering, um die 
Zunahme an Rest-N zu decken. 


Versuch 10. Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

120 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch 

100, ‘ ‘i 100 , . ‘ 

80 , FA . 80 , steht still 

70 , steht still 9. sinkt , 

60 , steigt 70, steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150 mm | Lange der Kapillare . . . . 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 56 , Flissigkeitsfrei. ...... 61 , 
a eee a, a ee 

48 mm 43 mm 

Abgelesm. .......+: We, RN se ec ke es 
Osmotischer Druck. . . . . 118mm _ | Osmotischer Druck. . . . . 123 mm 


Mittelwert 121 mm (pro Milligramm N 20,7 mm). 


‘ 
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2. Nach 30 Minuten Spaltung. 





Druck 


150 mm 

130 

: Oo 

110 , 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Mittelwert 219 mm 


Erhebliche Druckzunahme. 
mehrung hat zu keiner entsprechenden Zunahme des N in der AuBen- 


lésung gefiihrt. 


Meniskus 
sinkt rasch 


steht still 


steigt 
150 mm 
ae 
e-, 
87 mm 
inv « 


207 mm 


Druck 


180 mm 
160 , 
150 

140 , 


Linge der Kapillare 


Fliissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Spaltungsgrad 4,7°,. 


3. Nach 60 Minuten Spaltung. 


Meniskus 
sinkt rasch 
» ” 
steht still 
steigt 


1590 mm 
24 , 
= 


80 mm 
150 


230 mm 


(pro Milligramm N 36,1 mm). 
Die Rest-N-Ver- 





Druck 


150 mm 


130 , 
fk ie 
100 , 
90 , 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritit 
Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 


” 


” ” 
steht still 


steigt 
150 mm 
ae 
46 » 
78 mm 
100 


178 mm 


Drack 


150 mm 
130 , 
140 , 
120 , 


Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck . 





Linge der Kapillare 


Druck 


180 mm 
160 

150 . 
140 , 


Flissigkeitsfrei 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 
sinkt rasch 
" ”. 
steht still 
steigt 


150 mm 
70 
46 
34 mm 

150 , 


184 mm 


” 


Meniskus 


sinkt rasch 

steht still 
sinkt 
steigt 


150 mm 


38 
46 , 
66 mm 
130 


196 mm 


Mittelwert 186mm (pro Milligramm N 35,8 mm). 


Der osmotische Druck hat sich gegen den der vorigen Lésung nicht 
verandert. Der Spaltungsgrad betragt 13,0°,. Der N der AuBenlésung hat 
erheblich zugenommen, entspricht aber nur etwa der Halfte des Rest-N. 
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Versuch 11. 


1. Unverdaute Lésung. 


Ansatz wie vorher. 
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a) Ablesung nach 24 Stunden. 





Druck 


120 mm 


100 . 
80 , 
7. 
a 


Lange der Kapillare 


Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 
sinkt rasch 
steht still 
sinkt 


steigt 


150 mm 


je 
. 
26 mm 
80 , 


106 mm 


Druck Meniskus 


120 mm sinkt rasch 


100 , ” ” 

80 , ” * 

” « steht still 

60 . - i 

50 , steigt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei. . . .... 68 , 
are a 


36 mm 
PS cw ee a OO | 


Osmotischer Druck . 106 mm 


Mittelwert 106mm (pro Milligramm N 18,8 mm). 


b) Abgelesen nach 48 Stunden. 





Druck 
120 mm 
100 . 
90 , 
aS 
85 , 


Lange der Kapillare 
Fliassigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen 


Osmotischer Druck 


Meniskus 


sinkt rasch 


steigt 
steht still 


150 mm 


oe os 
43. 
23 mm 
8 , 


108 mm 


Druck Meniskus 


120 mm sinkt rasch 


100 , ° ” 

80 , steht still 

90 , sinkt 

oe steigt 
Linge der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 71 =, 
Kapillaritat . . . eda Ae 


33 mm 
Es sk 6 ae s SSS ee 


Osmotischer Druck 113 mm 


Mittelwert 111 mm (pro Milligramm N 19,7 mm). 


Die Ablesungen nach 24 und 48 Stunden stimmen gut iibérein. 





2. Nach 45 Minuten Spaltung. a) Ablesung nach 24 Stunden. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
250 mm sinkt 250 mm sinkt rasch 
240 steht still 240 , “ ” 
230 steigt 230 , steht. still 
220 , steigt 
Lange der Kapillare 150mm _ Lange der Kapillare 150 mm 
Fliissigkeitsfrei . a Flissigkeitsfrei. . . . . .. 25 
Kapillaritat ee Bameritm@t .......- & 
81mm 79 mm 
Abgelesen 240 OS eee 


Osmotischer Druck 
Mittelwert 315mm (pro Milligramm N 56,2 mm). 


321 mm 


Osmotischer Druck 309 mm 
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b) Ablesung nach 48 Stunden. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
250 mm sinkt 250 mm sinkt rasch 
steht still 240 - ‘ 
230 , steigt 230 steht still 
220 steigt 
Lange der Kapillare 150mm | Lange der Kapillare 150 mm 
PeeETOL.. ww et UO Flassigkeitsfrei . = 
ee. oe Kapillaritat 7 -» 
86 mm 77 mm 
Abgelesen . oe Abgelesen . a 
Osmotischer Druck . . 826mm  Osmotischer Druck . . 307 mm 


Mittelwert 317 1m (pro Milligramm N 56,6 mm). 


Bedeutende Druckzunahme. 
Die Rest-N-Zunahme findet sich in der AuBen- 


Die Ablesungen stimmen gut itiberein. 
Spaltungsgrad 11,3%. 
lésung wieder. 


3. Nach 90 Minuten Spaltung. a) Ablesung nach 24 Stunden. 








Druck Meniskus Druck Meniskus 

150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 

130 s 130 , ‘i a 

ie e a 120 steht still 

100 , steht still 110 , steigt 

90 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm __— Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei. ...... 25 Flissigkeitsfrei . av: 
reer Kapillaritat 46 , 

\ 79 mm 87 mm 
ee ee =| ll Abgelesen . 120 , 
Osmotischer Druck . 179mm = Osmotischer Druck . . 207 mm 
Druck Meniskus 


150 mm 


sinkt rasch 


130 , = » 
120 , —— 
110 steht still 
100 steigt 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Flassigkeitsfrei mm « 
Kapillaritat 46 
89 mm 
Abgelesen . 110 
Osmotischer Druck . 199 mm 


Mittelwert 195mm (pro Milligramm N 34,6 mm). 
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b) Ablesung nach 48 Stunden. 
Druck Meniskus Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
190 . “ . 130, » " 
110 , be 1230, 9 x 
100 , . m 110 , steht still 
— ~ steht still 100 , steigt 
steigt 
Lange der Kapillare 150mm _ Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitsfrei . a ss Flissigkeitsfrei . es 
Kapillaritat 46 , Kapillaritat 46 , 
77 mm 73 mm 
Abgelesen ‘i Abgelesen : 


Osmotischer Druck 


167 mm 


Osmotischer Druck . 





Linge der Kapillare 


Druck 


150 mm 
130 , 
120 
110 


Flissigkeitsfrei 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 
sinkt rasch 
" ~ 
steht still 
steigt 


150 mm 
40 , 
46 . 


64 mm 
120 , 


184 mm 


183 mm 


Mittelwert 178mm (pro Milligramam N 31,5 mm). 


Die Ablesungen stimmen gut iiberein. 


Gegentiber der vorherigen 


Lésung zeigt sich eine Druckabnahme, doch ist der Druck noch deutlich 


héher als der der unverdauten Lésung. Spaltungsgrad 16,3 °%. 


Die AuBen- 


lésung zeigt, daB der N-Gehalt entsprechend der Rest-N-Zunahme ge- 


stiegen ist. 


Versuch 12. 


1. Unverdaute Lésung. 


Ansatz wie vorher. 


a) Ablesung nach 24 Stunden. 





Druck 
130 mm 
110 , 
0 . 
70, 
60 , 
7 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 


Kapillaritat . . . 


Abgelesen .... 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


- “ 


steht still 
steigt 
150 mm 
-_ 


46 


70 mm 
.» & 


” 


130 mm 


Druck 


120 mm 
100 
80 , 
60 
50 
40 , 
Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


” 


Abgelesen . . . . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


“ 


s e 
steht still 
steigt 

150 mm 
30 . 

46 
74 mm 
50 


= 


124 mm 











104 


P. Rona u. H. A. Oelkers: 





Druck Meniskus 

129 nm sinkt rasch 

109 , eng 

80 , ‘ ‘ 

60 ” ” 

a steht still 

40 , steigt 
Lange der Kapillare . . 150mm 
Flissigkeitsfrei ays ae 
Ee a 

70 mm 

DE Siscrist Oe 8 ow SERS 


Osmotischer Druck . 2 120 mm 


Mittelwert 125mm (pro Milligramm N 21,1 mm). 


b) Ablesung nach 48 Stunden. 








Druck Meniskus Druck Meniskus 

120 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch 

100 , a bl 100 , FS a" 

80 , steht still 90 steht still 

a sinkt 89 steigt 

0: ¢ steigt 
Lange der Kapillare . 150mm _ | Lange der Kapillare . 150mm 
Flissigkeitsfrei . 58 , Fliissigkeitsfrei. . . . . . . 65 
Kapillaritat 46 , ee eee, lee 

51 mm 39 mm 
Akgelesen . ak ON 2 ei eas) ee ele Oe 
Osmotischer Druck . . . 131mm | Osmotischer Druck . 129 mm 
Druck Meniskus 


120 mm sinkt rasch 


100 , _ ” 
ae steht still 
80 , steigt 
Liinge der Kapillare . 150mm 
Flissigkeitsfrei . . ..... 68 , 
BOMB cs ete eee 
41 mm 
DS eS Se SS 


Osmotischer Druck . 1381 mm 


Mittelwert 130mm (pro Milligramm N 22,0 mm). 


Die Ablesungen stimmen gut tiberein. 
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2. Nach 1 Stunde Spaltung. a) Ablesung nach 24 Stunden. 





Druck Meniskus 


Druck 


Meniskus 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
140 , 2 130 = = 
130 , steht still 120 , steht still 
- steigt ue. steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm || Lange der Kapillare 150 mm 
Fliesigkeitefrer. ...... SO y Flissigkeitsfrei . Ss 
a a eres, a Kapillaritat 46, 
53 mm 76 mm 
MR 5565 8 ES Abgelesen 120 
Osmotischer Druck . . . . . 183mm | Osmotischer Druck . 196 mm 


Mittelwert 189mm (pro Milligramm N 32,4 mm). 


b) Ablesung nach 48 Stunden. 





Druck Meniskus 
150 mm sinkt rasch 
140 ” ” 
130 , steht still 
120 , steigt 
Lange der Kapillare . 150 mm 
Flassigkeitsfrei ae 
Kapillaritat ae 
46 mm 
Abgelesen . 130 , 


Osmotischer Druck . 


. 176mm 


(Pro Milligramm N 30,1 mm.) 


Die Ablesungen stimmen leidlich iiberein.: Man findet eine deutliche 
Druckzunahme bei bereits 15,1°,iger Spaltung. Die Stickstoffwerte in der 
AuBenlésung haben entsprechend der Rest-N-Zunahme zugenommen. 





3. Nach 2 Stunden Spaltung. 


a) Ablesung nach 


24 Stunden. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 

150 mm fallt rasch 150 mm sinkt rasch 

130 , e _ 120 , 2 

110 . : a 100 . A 

100 “ as se SO « m J 

90 , steht still 7 & steht still 

80 , steigt 60 , steigt 
Linge der Kapillare . . . . 150mm | Linge der Kapillare 150 mm 
Preseeneiteir:. ...... By Flissigkeitsfrei . 25 , 
| re ane se Kapillaritat 46 , 

76 mm 79 mm 

i es ee ee Abgelesen 70 , 
Osmotischer Druck . . . . . 166mm | Osmotischer Druck 149 mm 


Mittelwert 158mm (pro Milligramm N 27,0 mm). 
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b) Ablesung nach 48 Stunden. 





Druck Meniskus Druck Meniskus 
| | 
150 mm sinkt rasch 150 mm sinkt rasch 
180 . ‘a “ i200 , ‘ - 
a steht still 100 , = ‘ 
oa } steigt - steht still 
80, steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _— Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Pusmpnemirs . ..... a: @., Flissigkeitsfrei. -..... 45 
IIS. 5 Sei ye Sita ten ee a 
55 mm 59 mm 
DRE 6) ss as De a re: Tae 
Osmotischer Druck . . . . . 175mm — Osmotischer Druck . . . . . 149mm 


Mittelwert 162mm (pro Milligramm N 27,6 mm). 


Die Ablesungen stimmen leidlich itiberein. Eine geringe Druckzunahme 
1aBt sich feststellen. Spaltungsgrad 19,6°,. Die Rest-N-Zunahme findet 
sich in der AuBenlésung wieder. 








Li 

F] 

» - K: 

Versuch 13. Ansatz wie vorher. 
1. Unverdaute Lésung. 4 
0: 
Druck Meniskus Druck Meniskus 

: 
4 

‘ 120 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch A 

: 100 . i 100 , fe er 

90 , steht still yo. steht still 

80 , steigt 80 , steigt \ 

Lange der Kapillare . . . . 150mm __ Lange der Kapillare . . . . 150mm | cl 

oo ee ee ea ee Flissigkeitsfrei. . ..... 47 v 

3 Rees ck PE ORS Fa ea, ri 

53 mm aa Ww 

57 mm (1 

MD. fh owis <3. <4 eS pe a a ee. ne 4 

Osmotischer Druck . . . . . 143mm _— Osmotischer Druck . . . . . 147mm . 

IT 


Mittelwert 145 mm (pro Milligramm N 22,7 mm). 
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2. Nach 3 Stunden Spaltung. a) Ablesung nach 24 Stunden. 





Druck Meniskus 
120 mm sinkt rasch 
100 . * » 
80 , = a" 
— a ne 
oo ~ steht still 
40 . steigt 
Lange der Kapillare . . . . . 150mm 
Laren me ie 
Pee eee 
77 mm 
SS eee eee eee 
Osmotischer Druck. . . . . . 127mm 


(Pro Milligramm N 22,6 mm). 


b) Ablesung nach 48 Stunden. 





Drack Meniskus Druck Meniskus 
120 mm sinkt rasch 120 mm sinkt rasch 
100 , ~ ” 100 , a _ 
steht still sO “ is 
80 , steigt 70, steht still 
60 ~ steigt 
Lange der Kapillare . . .. 150mm _ Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Poempueretre. 2. wt BS Flissigkeitefrei. ...... 54 
ee de ee ee ee aie SS ee 
39 mie 50 mm 
Se ares Ie Abgelesen . . a 206. Tee 
Osmotischer Druck . . . . . 129mm _ Osmotischer Druck... . . 120mm 


(Mittelwert 125mm (pro Milligramm N 22,3 mm). 


Die Parallelen stimmen gut iiberein. Deutlicher Druckabfail auf den 
Ausgangswert. Spaltungsgrad 31,6°. Der N-Gehalt der AuBenlésung hat 
entsprechend der Rest-N-Vermehrung zugenommen. 


In simtlichen Versuchen ist unter der Trypsinwirkung ein starkes 
Ansteigen des osmotischen Druckes zu konstatieren. Eine gleichzeitige. 
chemisch nachweisbare Spaltung des Caseins ist nicht oder nicht sicher 
vorhanden. Eine Abnahme des osmotischen Druckes ist bei den ge- 
ringen Spaltungsgraden, die im Verlauf der Fermentspaltung erreicht 
wurden, nicht eingetreten. Nur wenn die Spaltung bedeutend war 
(vgl. Versuche 11, 12, 13), ist ein Sinken des Druckes zu beobachten. 
Hiermit steht auch im Einklang, daB dialysable N-haltige Produkte 
in der AuBenlésung nur bei hochgradigeren Spaltungen zu finden waren. 


Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 
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Ill. 

Durch einige Versuche sollte festgestellt werden, ob eine osmotische 
Drucksteigerung eintritt, wenn man eine Ovalbuminlésung mit Trypsin 
versetzt. Da nach unseren bisherigen Erfahrungen Ovalbumin von 
Trypsin nicht angegriffen wird, war eine solche nicht zu erwarten. 
Tatsachlich bleibt der urspriingliche osmotische Druck der Ovalbumin- 
lésung nach verhiltnismaBig langerer Trypsinwirkung konstant. 


Versuch 1. Ansatz: 50,0cem einer 1%igen Ovalbuminlésung (Ov- 
albumin Merck) werden durch Zugabe von n NaOH auf py 7,9 (Glocken- 
elektrode) gebracht. Es werden 3,0ccm der bei obigen Versuchen an- 
gewandten Trypsinlésung (Trypsin aus Schweinepankreas) hinzugegeben. 
20,0 cem werden sofort von der mit Trypsin versetzten Ovalbuminlésung 
abpipettiert und mit n HCl auf 4,35 pq gebracht. Eine zweite Menge von 
20,0 ccm kommt zunichst fiir eine Stunde in den Brutschrank (37°) und 
wird dann ebenfalls auf py 4,35 eingestellt. In beiden Lésungen werden 
Gesamt-N, Rest-N und der osmotische Druck bestimmt. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus Drack Meniskus 

360 mm sinkt rasch 320 mm sinkt rasch 

340 , di is 300 , r pe 

320 , % 280 , : a 

310 =. steht still 270 , steht still 

300 . steigt 260 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm _ Léainge der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei . os eS i. eee eee > 
ae Lee ea 

+55 mm 89 mm 

; Eee ie OO eee | 
Osmotischer Druck . . . . . 365mm _  Osmotischer Druck . . . . . 359mm 


Mittelwert 362 mm (pro Milligramm Gesamt-N 39,8 mm). 


2. Nach 1 Stunde. 





Drack Meniskus ] Druck Meniskus 

340 mm sinkt rasch 350 mm sinkt rasch 

320 ” = - 330 ” ” ” 

300 ” ” ” 310 ” ” ” 

290 , steht still 300 , steht still 

280 , steigt 290 , steigt 
Lange der Kapillare . . . . 150mm Lange der Kapillare . . . . 150mm 
Flissigkeitsfrei. . ..... 25 , Flissigkeitsfrei. ...... 44 , 
Kapillaritit ........ 42 , Rogers we ee. GS 

83 mm 64 mm 

Abgelesen........ . 290 , || Abgelesen......... 300 , 


Osmotischer Druck . . . . . 373mm || Osmotischer Druck . . . . . 364mm 


Mittelwert 369mm (pro Milligramm Gesamt-N 39,9 mm). 
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Ks findet sich keine Vermehrung des osmotischen Druckes. Eine 
Vermehrung des Rest-N ist auch nicht eingetreten. (Vgl. Tabelle.) 


Versuch 2. 


Ansatz wie vorher. 


1. Unverdaute Lésung. 





Druck Meniskus 


300 mm sinkt rasch 


Druck 


300 mm 
280 
260 
270 
250 


Lange der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 





280 . * ee 
260 , a . 
240 , steht still 

m=. sinkt 

230 , steigt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flissigkeitefrei. .. -... 9 y 
a ee i 
108 mm 
Abgelesen . . . 2 
Osmotischer Druck . 348 mm 

Druck 


300 mm 
280 . 
260 
250 
240 , 
280 , 


Lange der Kapillare 


Fliassigkeitsfrei 
Kapillaritit 


Abgelesen . 


Osmotischer Druck . 


Meniskus 


sinkt rasch 


” ” 


steht still 
steigt 
150 mm 
_ 
85 . 
106 ram 
. 240 
. 346 mm 


Meniskus 


sinkt rasch 


steht still 


sinkt 
steigt 


150 mm 


eB ~ 

3 

97 mm 
. 260 


. 857 mm 


Mittelwert 351 mm (pro Milligramm Gesamt-N 36,8 mm). 


2. Nach 45 Minuten. 





Druck Meniskus 
300 mm sinkt rasch 
280 , a . 
260 , steht still 
250 , steigt 
_e sinkt 
Lange der Kapillare 150 mm 
Flassigkeitsfrei. ...... 18 , 
ee 
97 mm 
See eee. 


Osmotischer Druck . . 357 mm 


Druck 


300 mm 
280 . 

260 
250 
240 


Linge der Kapillare 
Flissigkeitsfrei . 
Kapillaritat 


Abgelesen . 


|| Osmotischer Druck . 
Mittelwert 353 mm (pro Milligramm N 37,1 mim). 


Eine Drucksteigerung ist nicht nachzuweisen. 


Meniskus 


sinkt rasch 


“ 


steht still } 
steigt 
150 mm 
18 
33 
99 mm 
. > 


. . . 349mm 
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Ansatz 
1 Unverdaute Lésung 
Nach 1 Stunde 
9 Unverdaute Lésung 


Nach 45 Minuten 





Tabelle. 
i Rest-N Osmometer 
Gesamt- H 
N 9 vO 
] mg/eem Geeamt- I i | Ww 
mg/eem I N mm | mm | mm 
914 032 | 35 365/359) — 
9,26 0,34 3,7 373 | 364 | — 
9,55 0,126 1,3 348 | 357 | 346 
951 0,112] 1,2 | — | 857) 349 


Osmotische 


Druck 
mm H2,0 

pro mg 
Gesamt-N 


39,8 
39,9 
36,8 
37,1 


Die vorliegenden Versuche zeigen, daB bereits in den allerersten 
Stadien der Ferment- (Pepsin-, Trypsin-) Wirkung, bevor noch chemisch 
sicher eine Spaltung nachweisbar ist, der osmotische Druck der EiweiB- 
(Casein-, Ovalbumin-)Lésung, entsprechend einer Vermehrung der 
Teilchenzahl in der Lésung, zunimmt. 
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Uber die gleichzeitige Wirkung von Speichel-, Pankreas- und 
Malzamylase auf Starke’. 


Von 
P. Rona und J. H fter. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts, Charité, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 28. September 1929.) 


Pringsheim und Leibowitz? haben angegeben, daB die kombinierte 
Wirkung von Pankreas- und Speichel- bzw. Malzamylase den Abbau 
der Starke bis zur Glucose fiihrt, eine Feststellung, die sowohl fiir die 
Beurteilung der Wirkung der a- und der B-Amylase wie auch fiir Riick- 
schliisse auf die Starkekonstitution, die aus diesem Befund zu ziehen 
sind, von Wichtigkeit ist. Da wir in der gasanalytischen Glucose- 
bestimmung eine Methode besitzen®, die eine, sehr genaue Trennung 
von Maltose und Glucose gestattet, nahmen wir die experimentelie 
Priifung dieses Problems erneut auf*. Die Versuche sind in folgendem 
beschrieben. MaBSgebend fiir die Frage sind natiirlich nur die Versuche 
mit Pankreas- und Speichelamylase und die mit Pankreas- und Malz- 
amylase. Doch haben wir der Vollstandigkeit halber auch Speichel- 
und Malzamylase gleichzeitig auf Starke einwirken lassen. 


1. Stirkeabbau durch Speichelamylase. 
Versuch 1. 
a) Ansatz. 1. 50cem 0,25%iger léslicher Starke werden mit 5 ccm 


hundertfach verdiinntem Speichel, 1 cem 0,2n NaCl und 2cem Aqua dest. 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 H. Pringsheim und J. Leibowitz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 
1262, 1925; 59, 991, 1926. 

3 P. Rona und H. Nicolai, diese Zeitschr. 172, 212, 1926. 

4 Vel. P. Rona, D. Nachmansohn und H. Nicolai, ebendaselbst 187, 
328, 1927. (In dieser Mitteilung finden sich bereits einige Versuche tiber 
die gleichzeitige Wirkung von Pankreas- und Speichelamylase.) 
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versetzt und 16 Stunden im Brutschrank bei 37° gehalten. Eine Pufferun, 
fand nicht statt, da das Puffergemisch bei der Analyse im Warburgapparat 
gestért hatte. Sie ist auch nicht notwendig gewesen, da jedesmal in einen 
Vorversuch die Amylasewirkung bei einem pq von 6,8 gepriift wurde und 
nur wenn die Fermentkonzentration sich als giinstig erwies, diese im 
eigentlichen Versuch verwendet wurde. Der pq der Lésung in der 
Warburgapparatur schwankte zwischen 6,62 und 6,8 (mit der Glocken 
elektrode bestimmt). 2. In der Kontrollbestimmung zur Maltosetitration 
dieselbe Anordnung, nur statt 2cem Aqua dest. werden 2cem n NaC! 
zugesetzt. 


b) Maltosetitration nach Willstdtter-Schudel. 1 ccm n/10 Jodlésung ent- 
spricht 17,15 mg Maltose. Zur Maltosebestimmung verwandten wir je 10 ccm 
der Starkeansitze, versetzten sie mit je 10cem n/10 Jodlésung und 25 cem 
n/10 Natronlauge. Nach 15 Minuten wurde mit 3ccm 20% iger Schwefel- 
siure angesiuert und mit n/10 Natriumthiosulfatlésung titriert. Es 
wurden im Versuch (1) 8,6cem Natriumthiosulfatlésung verbraucht ; 
bei der Leerbestimmung (2) 9,6ccm der Thiosulfatlésung. Demnach 
betrug der Jodverbrauch 1,0 cem = 17,15 mg Maltose, in den 58 ccm 
waren also 99,47 mg Maltose, in leem der verdauten Starkelésung 
1,72 mg Maltose. 


ec) Versuch in der Warburgapparatur. Zwei GefaBe (Nicolaigefibe) 
wurden mit je 1 cem der verdauten Starkelésung gefiillt; ein GefaiB mit 
Speichelferment, zwei GefiBe mit Ringerlésung, davon eins ohne Bakterien- 
zusatz, ein Gefi mit Maltose 2°/ sige Lésung, ein Gefa} mit Starkelésung 
(0,25 %ig). In alle GefiBe wurden auBer der Ringerlésung 0,5 ccm 
einer Suspension von Colibakterien in Ringerlésung gegeben. Nach 
dem Fiillen und Aufbinden der Trége wurde im Laufe von 3 Minuten 
ein Gemisch von 5% CO, und 95% Ny, eingeleitet. Nachdem 
Temperaturausgleick eingetreten war, wurden die Bakterien mit der 
Fliissigkeit gemischt. 


Tabelle I. 


Starkeabbau durch Speichelamylase. 





Geta Nr... cece 25 21 29 43 27 47 48 
Bakteriensusp.,cem. . 0,5 05 0,5 05 0,5 0,5 
leem Lisung von .. Speichel-'verdauter verdauter Ringer- | Ringer- Maltose  Stiurke 


ferment | Stirke Stirke lisung | lisung 
(1,5 cem) 


cmm emm cmm cmm ecmm emm emm 
Nach 0 Min. | Fe 0 ‘| 0 0 0 0 
es tae i 05 | 0 0 0 0 
ay ee 1 | 1 0.5 0 0 0 
ag gol "Bee ee 1 0 0,5 2 0 
x ae Bee | 1 05 | 05 2 1 
ee ae 2 1 1 05 | 05 e279." 
me 2 i5 | 1 1 0,5 2 1 
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Versuch 2. 


Stirkeabbau durch Speichelamylase, Ansatz und Titration wie im 
vorigen Versuch. Der Jodverbrauch der verdauten Starke betrug 0,8 cem 
- 12,72 mg Maltose. In jedem Kubikzentimeter der verdauten Starke- 
lésung waren 1,27 mg Maltose. In der Warburgapparatur wurden zwei 
GefaBe mit verdauter Starke gefiillt, eins mit Ringerlésung. eins mit 
2°/s9iger Maltoselésung, eins mit Speichelferment, eins mit Maltose und 
Speichelferment, eins mit 2°/g,iger Glucose (zur Kontrolle der Spaltfahigkeit 
der Colibakterien). 


Tabelle II. 


Stairkeabbau durch Speichelamylase. 





ae 25 x . oS 29 43 7 47 

Bakteriensusp., ccm . 05 05 } 05 05 05 O45 05 
1eem Lisung von . . | verdauter verdauter| Speichel- Maltose Glucose | Ringers | Maltose 
Stirke Stirke ferment lisung | + Ferment 

emm emm | emm emm emm emm emm 

Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 

ae: ag 3 4 0 3 3 0 2 

« a 3 4 2 3 8 1 2 

— oe 3 7 2 4 13 1 3 

o aes 3 7 4 5 18 0 4 

» 20 3 7 4 5 23 0 4 

in ae 4 7 45 6 27 1 4 

es 4 7 4,5 6 32 i 5 

ow 4 7 5 7 36,5 1 5 

& » 5 7 5 7 41.5 1 fh 

OU » 5 7 5,5 7,5 46,5 1 5 


Aus beiden Versuchen ergibt sich, dai nirgends, auBber in dem 
GefaB, dem Glucose hinzugefiigt wurde, eine Druckzunahme, die aut 
Gegenwart von bei dem Stirkeabbau entstandener Glucose hinweisen 
kénnte, stattfindet. Die geringen Druckzunahmen sind im Bereich 
der Fehlergrenzen. Die Druckzunahme im GefaB mit Glucose zeigt, dal 
die zum Versuch verwendeten Bakterien Glucose gut zu_ spalten 
imstande sind. 


II. Stirkeabbau durch Pankreasamylase. 
Reine Pankreasamylase wurde nach Willstdtter, Waldschmidt- Leitz 


und Hesse dargestellt. 


Darstellung der Pankreasamylase. 


Das vom Schlachthaus frisch bezogene Schweinepankreas wurde von 
Fett und Bindegewebe befreit. Darauf wurde die Driise zweimal durch 


R* 
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die Fleischhackmaschine getrieben, wobei 250 g Driisenbrei erhalten wurden. 
Der Brei wurde in der Reibschale mit Aceton verriihrt, mit demselben, das 
die dreifache Menge (750 cem) der Driisensubstanz bildete, in eine Flasche 
iibergefiihrt und etwa 20 Minuten in der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Die Substanz wurde abgesaugt, nochmals mit der zweifachen Menge 
(500 cem) Aceton iibergossen und 15 Minuten geschiittelt. Wieder ab- 
gesaugt. Mit der dreifachen Menge (750 ccm) eines Gemisches, das aus 
gleichen Teilen (etwa 375 cem) von Aceton und Ather bestand, 15 Minuten 
geschittelt. SchlieBlich zweimal mit je der zweifachen (500 ccm) Menge 
Ather iibergossen und je 15 Minuten geschiittelt. Nach Absaugen wurde 
die kérnige und pulverige Masse auf Filtrierpapier ausgebreitet und im 
Laufe einer Stunde an der Luft getrocknet. Das lufttrockene, fettfreie,. 
grobkérnige Pulver wurde in der Reibschale verrieben und durch ein fein- 
maschiges Haarsieb geschiittelt; der Siebriickstand wurde wiederholt in 
der Reibschale verarbeitet und durch das Sieb geschiittelt, so lange, bis das 
Sieb keine feinen Anteile durchlieB}. Die Ausbeute an feinem Driisenpulver 
betrug 40g. 


Das gepulverte Trockenpankreas wurde mit der I6fachen Menge 
(16 cem pro lg Substanz) 87%igen Glycerins versetzt, 5 Stunden im 
Brutschrank unter haufigem Schiitteln gehalten und iiber Nacht durch 
ein gewohnliches Filter fiitriert. Dabei wurde eine hellgelbe zahe Fliissigkeit 
erhalten. Dieselbe wurde im Eisschrank aufgehoben. 


Dieser Rohextrakt wurde mit dem fiinffachen Volumen Wasser ver- 
dimnt, dabei fiel ein weiBer Niederschlag aus, dieser wurde scharf abzentri- 
fugiert. Die iiberstehende klare Fliissigkeit wurde abgehebert, mit Essig- 
siure angesdiuert, und zwar pro leem Rohextrakt 0,08ccm n Essigséure 
und 2,7ccm Tonerdesuspension C (gleich 0,027 g Al,O,) zugesetzt. Die 
mittels der Zentrifuge vom Lipaseadsorbat getrennte Lésung wurde noch- 
mals mit 1,35cem (pro leem Rohextrakt) Tonerdesuspension versetzt 
und nochmals zentrifugiert. 


Zur Trennung von Trypsin wurde die erhaltene Lésung mit 0,8 cem 
(pro leem Rohextrakt) einer Kaolinsuspension (4,8 g Edelkaolin in 20 cem 
Wasser) geschiittelt und zentrifugiert. Die klare Lésung wird von dem 
Trypsinadsorbat getrennt und nochmals in derselben Weise mit der Kaolin- 
aufschwemmung behandelt und zentrifugiert. In der klaren Lésung wird 
die Wirksamkeit des Ferments nach Wéilistdtter gepriift und am Tage der 
Reinigung verwendet. 


Der Ansatz erfolgte analog den Versuchen mit Speichelamylase. 
25cem 0,25°%iger Starke wurden mit 1 cem frisch hergestellter Ferment- 
lésung und leem 0,2n NaCl-Lésung versetzt und in den Brutschrank 
fiir 16 Stunden gestellt. Die Maltosetitration nach Wiéillstdtter und Schudel 
ergab nach Abzug des Leerwertes einen Verbrauch von 0,92 ccm einer 
n/10 Jodlésung fiir 10cem der verdauten Starke, was 15,78 mg Maltose 
entpsricht. Somit enthielt 1 ccm verdauter Starke 1,57 mg Maltose. 


In der Warburgapparatur wurde ein GefaiS mit verdauter Starke 
gefiillt, ein anderes mit Pankreasferment, eins mit Ringerlésung und Bak- 
teriensuspension, eins mit Ringerlésung ohne Zusatz von Bakterien, eins mit 
2°/ooiger Glucoselésung, eins mit 2°/g9iger Maltoselésung, eins mit 2°/ siger 
Maltoselésung und Pankreasferment (letzterer Ansatz stand vorher wahrend 
16 Stunden im Brutschrank). 
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Tabelle III. 





GetSR Nr... se es 25 21 29 43 27 47 48 

Bakteriensusp.,cem. . 0.5 0.5 05 0.5 Ringer- 05 05 
leem Lisung von . . | verdauter’ Pankreas-| Ringer- Glucose | lésung | Malitose Maltose 
Stirke ferment losung (1,5cem) + Ferment 

cmm cemm cmm emm emm cemm cmm 

Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 

a? to 0 10 0 7 0 0.5 8 

Be ae 5 | 0 ] 11 0 1 3 

a oe 5 11 1 15 2 l 3 

- + 5 11 0 19,5 2 1 4 

— 5 11 1 235} 1 | 1 4 

» 30 5 11 1 27,5 2 1 4 

Pe ae 5 11 1 32 2 1 4 

— oe 5 11,5 ! 37 2 1 4.5 

— 5 15) 1 41 2 1 45 
eo. 5 15 | 15 45 15 | 1 4,5 

5 115 | 1,5 49 2 1 4,5 

~ a 5 115 | 15 585 | 2 1 45 


Die Druckzunahme in dem GefaB, das die verdaute Starke enthalt, 
ist minimal, sie liegt im Bereich der Fehlergrenzen; da in dem Gefib 
1.57 mg Maltose enthalten waren, so wiirden die vermeintlich ge- 
bildeten 0,012 mg Glucose (1 emm Druckzunahme entsprechen 0,004 mg 
Glucose) nur 0,7°;, der Gesamtmenge bilden. Dasselbe wire auch in 
bezug auf die reine Maltoselésung zu sagen. Die Druckzuaahme in 
dem GefaB mit Fermentlésung allein ist nicht als Spaltung anzusehen, 
da sie nicht allmahlich, sondern plétzlich erfolgt ist und dann nicht 
weitergeht ; wahrscheinlich ist sie auf die Austreibung von Kohlensiure 
durch Saurespuren zu beziehen (das Ferment wird in saurer Lésung 
gereinigt); in den anderen GefiBen ist die Fermentlésung entsprechend 
verdiinnt. 


Ill. Stirkeabbau bei gleichzeitiger Einwirkung von Speichel- und Pankreas- 
amylase. 


Vor dem Ansatz wurde die Wirkungskraft der Fermente nach 
Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse gepriift (Pankreasferment 
wurde immer am Tage des Versuchs frisch dargestellt). Es wurden 
fiir 1 cem des verdiinnten Speichelferments (1:50) 0,013 Am.-E. und 
fiir 1 com der Pankreasamylase 0,012 Am.-E. festgestellt. (Bei py 6.8 
bestimmt.) 
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Der Ansatz wurde ebenso angelegt, wie die vorigen; es wurden 
nur 25ccem 0,5%iger Starke verwendet, diese wurden mit lcem 0,2 n 
NaCl-Lésung und je leem Ferment versetzt (eine Portion mit 1 cem 
Speichelferment, eine zweite mit 1 ccm Pankreasferment und eine dritte 
mit leem Speichelferment und lccem Pankreasferment). Gleichzeitig 
wurden zwei GefiBe mit je 25cem 4%iger Maltoselésung mit je 1 cem 
Speichel und Pankreasferment und Kochsalz (0,2n Lésung) versetzt. 
Samtliche GefiéBe wurden fiir 18 Stunden in den Brutschrank gebracht. 

Die Maltosetitration ergab fiir Speichelstirke nach Abzug des Leer- 
wertes fiir 10ccm 20,58 mg Maltose, fiir 0,5cem 1,06 mg Maltose, fiir 
Pankreasstirke in 10cem 24,01 mg Maltose, fiir 0,5cem 1,2 mg Maltose. 
fiir Speichel- und Pankreasstaérke in 10 ccm 24,01 mg Maltose, in 0,5 cem 
1,2 mg Maltose. 

In der Warburgapparatur wurden zehn GefaiBe angesetzt. 1. Ringer- 
lésung ohne Bakterienzusatz. 2. Ringerlésung mit Bakterienzusatz. 
3. Speichelstarke. 4. Pankreasstaérke. 5. Speichel- und Pankreasstarke. 
6. Maltoselésung, 4% ig. 7. Speichelmaltose. 8. Pankreasmaltose. 9. Speichel- 
ferment. 10. Pankreasferment. 


Tabelle IV. 





ea 21 29 43 25 27 47 48 45 46 

Bakteriensusp., ecm. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
* 

: es Ps e g = 

- = 5 ‘ Z z S 2 

yr * 3 z z = 3 = = 

0,5cem Lisung von. t x py . = < ‘ = = 

. r A) s = =  , Pa 

9 BA + tp = . : — ca) 

= ” ' = a PS a" D = 

& = - n a 





emm emm emm emm emm emm emm emm emm emm 


Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ee 0 0 1 1 | 0,5 1 251 0 9.5 
aes 0 0 1 4 0,5 1 2.5 0 9,5 
ae 0 0 2 1 0 1,5 1 2,5 0 9,5 
» O, 0 0 2 1; 0 15; 1125] 0 | 10 
se 0 1 2 1 2 1 80/0 |10 
»  , 1 1 2 1 5 | 2 1 3,0 0 10 
a oe 1 1 2 2 5 | 2,5 1 85 | 0 /10 
— i 1 1 3 2 yo | 2,5 1 3,5 0 {10 


* Mit Speichelferment verdaute Sturke. 
** Mit Pankreasferment verdaute Stirke. 
*** Mit Speichel- und Pankreasferment verdaute Stirke. 
+ Die plitzliche Druckzunahme in diesem Gefifi ist auf eine ganz schwach saure 
Reaktion der Fermentlisung zuriickzufiihreu. 


In keinem der GefaiBe mit verdauter Starke ist eine Druckzunahme 
zu konstatieren. Ein Abbau der Starke durch die kombinierte Wirkung 
der Speichel- und Pankreasamylase zu Glucose ist demnach nicht 
nachzuweisen. 
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IV. Starkeabbau bei gleichzeitiger Einwirkung von Speichel und Malzamylase. 


Malzamylase wurde aus Textilomalt (Byk-Guldenwerke A.-G.) 
hergestellt. Sie wurde nach Liiers und Sellner gereinigt. 


Darstellung der Malzamylase. 


0,9 bis 1,0 g Textil-Darrmalzextrakt (Byk-Guldenwerke A.-G.) wurden 
mit 100 cem Wasser verdiinnt; davon wurden 25 cem (bzw. 12,5 ccm) mit 
15ceem (bzw. 7,5cem) Tonerdesuspension C (20cem derselben enthielten 
0,233 g Al,O,) versetzt und unter Eiskithlung langsam mit einem Glasriihrer 
im Laufe einer halben Stunde gerithrt. Das Adsorbat wurde sofort scharf 
abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung abgehebert, darauf wurde das 
Adsorbat mit 2 bis 3cem auf Eis abgekiihltem Wasser gewaschen, indem 
man es in den Zentrifugenglisern selbst mit dem Wasser verriihrte und 
sogleich wieder zentrifugierte. Darauf wurde das Adsorbat mit Hilfe einer 
Alkaliphosphatpufferlésung eluiert, und zwar mit einer Lésung von 
pu = 7,38; diese Lésung wurde durch Mischen von 1 Volumen m/15 primirer 
Kaliumphosphatlésung und 9 Volumen sekundarer m/15 Natriumphosphat- 
lésung bereitet. Zur Elution wurde das gewaschene Adsorbat mit 75 cem 
(bzw. 37,5cem) der Phosphatlésung 1 Stunde unter dauerndem Riihren 
und Eiskiihlung digeriert und sofort zentrifugiert. 


Die zweite Adsorption fand bei py = etwa 5 statt. Zur Ermittlung 
dessen, wieviel n/10 HCl notwendig sind, um die H-Ionenkonzentration 
auf pu = 5 einzustellen, wurden 10 ccm der obigen Elution mit, einer be- 
stimmten Menge Methylrotindikator versetzt. Durch Mischen von 10 cem 
n/10 Na-Acetat und 6,4ccem n/10 Essigsiure wurde ein entsprechendes 
Vergleichsacetatpuffergemisch hergestellt; 10 cem dieses Gemisches wurden 
mit der gleichen Menge Methylrot versetzt. In dem Walpoleschen Kom- 
parator wurde die Elution mit n/10 HCl-Lésung auf Farbengleichheit mit 
dem Acetatpuffergemisch titriert. Zur Adsorption werden 50cem (bzw. 
25 cem) Elution verwendet. Sie werden mit 10 ccm (bzw. 5 ccm) Tonerde- 
suspension vermischt, dieselbe wurde vorher mit soviel n/10 HCl an- 
gesduert, als sich bei der vorangegangenen Titration ergeben hat. Die 
Adsorption findet eine halbe Stunde, wie es oben beschrieben wurde, statt. 
Dann wurde abzentrifugiert, gewaschen und mit 50 ccm (bzw. 25 ccm) der 
Phosphatpufferlésung pq = 7,38 1 Stunde unter Rithren und Eiskihlen 
an der Turbine eluiert. Die Verarbeitung wurde rasch durchgefiihrt und 
unter Einhaltung tiefer Temperaturen; alle Loésungen wurden vor An- 
wendung im Eisschrank gekiihlt. 


Die Isolierung des Ferments fand stets am Tage der Untersuchung statt. 


Wirkungskraft der Fermente: Speichelamylase 0,015 Am.-E., 
Malzamylase 0,010 Am.-E. (Das Optimum der Malzamylasewirkung 
liegt zwar bei einer saureren Reaktion als das der Speichel- und Pan- 
kreasamylase, aber um die gleichzeitige Wirkung dieser Fermente 
priifen zu kénnen, wurde die Wirksamkeit samtlicher Fermente im 
Vorversuch bei derselben Reaktion (pa = 6,8) gepriift, d.h. bei dem- 
selben px, bei dem der Versuch in der Warburgapparatur stattfand.) 


Der Ansatz erfolgte wie im vorigen Versuch. 
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In der Warburgapparatur ein GefiB mit Ringerlésung (Leerversuch), 


drei GefaBe mit verdauter Starke (Speichelstarke, Maltosestarke', 
Speichelstarke + Maltosestarke), drei GefiiBe mit Maltose 4°/,,iger Lésung, 
zwei davon mit Ferment versetzt, ein GefaifS mit Speichelferment, eins mit 
Malzferment, eins mit Glucoselésung. 


Tabelle V. 








GefaB-Nr....... 27 43 29 46 | 42 25 48 7 21 45 
Bakteriensusp., cem . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
~ a rs) P b{ bed 
; * = © Z L & = 2 
- as Pm w v4 ~~ =) 4 L t 
0,5cem Lisung von . % a = = = | E F g 
ode ee ee ee oe ee 
GB *;7)18/\a 
cmm cmm ecmm emm | emm/| cmm = ecmm/|ecmm|ecmm = emm 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ae ae 1 5 1 0 1 0 0 6 1 14 
ae jee 1 8 1 1 1 0 1 1 1 28 
Sa ae 1 8 1 0 2 1 2 1 1 425 
n 20 , 0 | 8 1 1 2 2 2 1 1 57 
a 1 8 1 1 2 2 2 2 2 72 
5 1 8 2 1 2 2 2 2 2 87 
<< en 2 8,5 2 1 2 2 2 2 2.5 101 
ee ae 2 85 | 2 1 2 2 2 2 2,5 | 115 
Dieselbe Anordnung, auBer dem Gefa mit Maltoselésung. 
Tabelle VI. 
Gelee Wess +. 0 27 43 29 46 25 + 7 21 48 
Bakteriensusp., cem . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
= a © " g e 
; % = S £ 5 a 2 
bs - = = = = = = . 
0,5ecem Lésung von. % 2 y = 4 ‘a E E = 
a | = : eee ee ak ee 
Se © a See ee 
emm emm emm emm emm | emm | ¢mm = emm | emm 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 
i * 0 0,5 0.5 0 2 0 0,5 -0,5)| 12 
op 1 0,5 2.5 1 5 1 0 |-0,5) 23 
me 1 1 2.5 0 5 5 1 0 | 35 
s oe 4 1 4 1 5 A 1 1 46,5 
a ‘ite? aa 1 5 Bi 1/1/48 
— ioe 7 2 5 2 5.5 5 1 1 | 60 
i oe 7 2,5 6 2 6 5 1 1 1% 
ee 7 3,0 6 2 6 5 2 2 85,5 


Prinzipiell dieselbe Anordnung. Versuche mit Maltoselésung und 
Fermenten wurden nicht ausgefiihrt. 


1 Mit Maltoseferment verdaute Starke. 
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Tabelle VII. 
Getas Mr... esse 27 43 29 46 48 47 21 25 
Bakteriensusp., ccm . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
< 4 b 

a = + : & e 

Z z = : i : E : 

05cem Lisung von. : % Pa . = = a 5 
ee. + is EBL a le 

a £ ms 2 * 

w. oo = 

emm emm emm emm emm emm mm emm 

Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 
. we 3 2 2 1 2 l 3 12,5 
» 4 2 3 1,5 2 2 4 24.5 
— 4 3 4 2 2 2 4 36,5 

> a « 4 3 4 2 2 3 4 49 
ae 4 3 5 2 2 4 4 61 

— = 5 3 5 2 2 5 { 83 

i; ee 5 4 5,5 2 2 5 4 96 

— 5 4 5,5 2 2.5 5 4 108 
o ae 5 4 5.5 2 2,5 5 5 129.5 
ee oa 5 4 5.5 2 2.5 5 5 132.5 


In keinem der GefaBe, auBer Nr. 25 mit Glucoselésung, ist Druck- 


erhéhung beobachtet worden, somit geht auch bei gemeinsamer Ein- 


wirkung von Speichel- und Malzamylase die Spaltung der Starke 


ebenso wie bei getrennter Einwirkung derselben Fermente nur bis 


zur Maltose und nicht bis zur Glucose. 


j 


V. Stirkeabbau bei gleichzeitizger Einwirkung von Pankreas- und Malzamylase. 
0,010 Am.-E., 


Wirkungsgrad 


der 


Fermente : 
Malzamylase 0,013 Am.-E. 
Der Ansatz erfolgte wie in den vorigen Versuchen. 


(Bei Pu 


Pankreasamylase 
68 bestimmt.) 





Tabelle VIII. 

GefaB-Nr....... 27 43 29 46 47 25 42 “4S 21 
Bakteriensusp., cem . 1,0 1,0 1,0 1.0 1,0 1.0 1.0 1.0 1.0 

a oe P . = 
t. 3 Zz zg be § © 
3 “3 ‘ & S $ St = Z 
0,5cem Lisung von . % 7 a t = = Be 5 = 
~ = & * 4 Se | 3 
ela(* |e |**i gi * 

— -. 
emm emm emm emm emm emm | ¢mm ¢mm = emm 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ae 4 2.5 2 0,5 3 "5 | 0,5 | 11,5 
ee 4 4.5 3 2 3 3 05 | 1 22.5 
Tae 5 4.5 4 2 i 4 0,5; 1 33 
cc ie 5 5,0 4 1 8 6 l 1 45 
wee 5 5,9 4 2 3 6 1 1,5 , 56 
SR ac 5 50 OB 2 4 6 | 1 1.5 | 67,5 
— 6 5.5 5 2 4 6 15; 1,5 | 79 
oot A 6 5.5 5 2 4 6 1,5 | 2,5 | 90 
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Tabelle IX, 





GefiB-Nr....... 27 43 46 42 21 25 29 47 48 
Bakteriensusp., cem . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
: Zz » ¢ g g 

* Fi Z Bi '/ eis 

emm =cmm §$cmm | cmm = cmm cmm = emm | cmm | cmm 

Nach 0 Min. 0 | 0 0 | eT ES | 0 0 0 | 0 

i o | 2 1 1 2 | 4 |-05/ 1 | 10 

, 0, 05/25; 1 /2 |8 |4 |o {2 {a 

ae: : eee 05 ° 35 ae FS 2 3 5 1 3 31 
+e 2,5 3,5 2,5 2 4 5 1 3 40,5 

a oe 25 | 5 25 | 2 5 5 1 8 | 505 
a os 3 5 2,5 2 5,5 5,5 1,5 3,5 | 60 
ae 3,5 5 2,5 2,5 5,5 5,5 15; 8 70,5 

"es aa 4,0 5 3,0 2,5 6,0 5,5 15 | 3 81 


Da in keinem der GefaBe, auBer Nr. 48, das als Kontrolle 
der Einwirkung der Bakterien auf Glucose  gestellt wurde, 
Druckerhéhung, die auBerhalb der Fehlergrenze anzusehen wire, 
beobachtet wurde, so ist daraus ersichtlich, daB  gleichzeitige 
Einwirkung von Pankreas- und Malzamylase auf die Spaltung 
der Starke denselben Einflu8 haben wie die Einwirkung jedes 
Ferments fiir sich. 


In den vorigen Versuchen wurde immer je 1 ccm des entsprechenden 
Ferments zugesetzt, in weiteren Versuchen setzten wir in alle GefaiBe 
die gleiche Fermentmenge, berechnet aus der Wirksamkeit, die 
vorher nach Wéillstdtter festgestellt wurde. Die Fermente wurden 
in Ringerlésung auf ihre Wirksamkeit gepriift, da auch der Versuch 
in der Warburgapparatur in Ringerlésung stattfindet. pq der 
Lésung bei der Priifung der Wirksamkeit der Fermente schwankte 
zwischen 6,35 bis 6,46. Wiahrend des Versuchs in der Warburg- 
apparatur schwankt der pq zwischen 6,62 bis 6,8 (mit der Glocken- 
elektrode bestimmt). 


In der Tabelle X wurden immer 0,009 Am.-E. zugesetzt, bei gleich- 
zeitiger EKinwirkung von Speichel- und Malzamylase je 0,0045 Am.-E. 
(Am.-E. bei pq 6,8 bestimmt.) 
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Tabelle X. 
GefiB-Nr.. ..... 27 43 21 29 2 48 45 46 47 25 
Bakteriensusp., cem . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
s if . = s 
0.5 cem Lésung von. i F, * = 4 t = = E E z 
2 | a . | oe 2, 2 mnie | & 
& |e = 7 = = 
cmm cmm emm emm emm cmm emm emm emm emm 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
~ @ 3 0 1 1 1 4 4 1 1 31 
80 6 15; 2 15; 2 4 4 1 1 62 
. © 6 3 2 1 2,5 4 4 1 1 94 
DD . 7 3 2 1 2,5 4 4 1 1,5 | 125 
— ae 7 3 2 2 3 5 4 1 2 157 
5 wf 7 3 2 2 4 5 4 2 3 189 
= oa 7 4 2 2 4 5 45 2 3 219 
<< 2s 7 4 3 2 4 5 45| 2 4 250 
In der Tabelle XI wurden je 0,008 Am.-E. zugesetzt. 
Tabelle XI. 
GeMB-Nr.. 2220 27 43 21 46 29 47 48 45 42 25 
Bakteriensusp., ccm . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
os - 4 > 
. 5 A = © a a 
0,5ceem Liésung yon. * f. i ? a = = = t 
tL As a . Hy ot = t. 5 
= ry = sig 
ecmm emm emm ¢mm emm cmm emm emm emm emm 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
.« 3 1 0 2 0,5 2 1 27 3 
— 4 2 0 05; 25); 1 4 15) 585 7 
ere 4 2,5) 1 15; 30) 1 4 2 81,5 10 
~<— 4 3 1,5 oo | 80) 1 4 2 108,5) 13,5 
a oe 45) 3 15 | 2 3 1 4 2 136 | 16,5 
— 2 45) 3 15; 2 $5 {| 1 4 2 163 | 20 
» 5O ~ 45 | 85 / 2 2 85 | 1 4 2 190 | 23 
, es 45 |} 35) 2 2 + 1 4 2 216 | 26 
« 5 45 | 35; 2 2 4 2 4 2 243 = 29,5 


Im GefaB Nr. 


25 wurde zur Starke, die durch Speichel- und Malz- 


amylase verdaut werden sollte, eine 1°/9,ige Glucoselésung zugesetzt. 
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Tabelle XII. 





Gets Tus «3 6 « 27 43 46 29 47 21 48 45 
Bakteriensusp., cem . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
> r a“ am \ z z g 

0.5c¢em Lisung von. * a | % a a = = = 
a Pees «. foe. ae ae, ie 

| £ Wy P= 

emm emm | emm | emm emm | emm | emm | emm 

Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 CU 0 

a ae 0.5 1 0 0 0 So |-@e1¢ 

oe = 1,0 1 1 0 1 0) 1 1 

7 1 1,5 | 1 1 1 0 1 1 
ae me 1 1,5 1 1 15 -0,5) 1 1,5 

co oo 1 2 1 1 15 |-0,5) 1 1 

— pe 1 2 1 1 1,5 0 1 1 

ee 1 2 1 1 1,5 0 1 1 

i Ge 15 2 1 ta 2s ao ee 


Auch hier ist keine Druckzunahme zu beobachten. 


Zusvmmenfassend kénnen wir sagen, daB die kombinierte Wirkung 
von Speichel- und Pankreasamylase, von Speichel- und Malzamylase 
und von Pankreas- und Malzamylase auf Starke in unseren Versuchen 


in keinem Falle zu Glucose gefiihrt hat. 
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Inwiefern beeinflussen Eiweibstoffe und deren normale 
Abbauprodukte den Zuckergehalt des Blutes? 


Von 


Einar Lundsgaard. 


(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat 
Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Eine Zufuhr von Proteinstoffen kénnte den Zuckergehalt des 
Blutes wohl auf zwei verschiedene Arten vermehren, 1. durch eine 
Umbildung der zugefiihrten Proteinstoffe zu Zucker, einen inter- 
mediaren ProzeB, der allgemein akzeptiert ist; 2. dadurch, daB die 
Proteinstoffe oder richtiger ihre vom Darmkanal resorbierten Spaltungs- 
produkte eine ,,zuckermobilisierende* Fahigkeit besitzen. 

Die tibrigens wenigen Untersucher, die imstande gewesen zu sein 
glauben, eine bei Normalen im Anschlu8 an die Verabfolgung von 
Proteinstoffen oder Aminosauren eintretende Hyperglykamie nach- 
zuweisen, sind meist geneigt, die unter 2. genannte Mdéglichkeit jier 
als Ursache zu akzeptieren. Diese Annahme entspringt zweifellos der 
Beobachtung, daBb gewisse Diabetiker speziell proteinempfindlich sind, 
worunter verstanden wird, daB bei ihnen durch Verabfolgung von 
Proteinstoffen eine vermehrte Zuckerausscheidung hervorgerufen wird, 
die sogar die iibersteigt, die von einer entsprechenden Kohlehydrat- 
menge bewirkt wird. Ich will in diesem Zusammenhang nur auf Autoren 
wie Kolisch (10), R. W. Falta (3), J. L. Whitney (25) und M. Rosen- 
berg (18) hinweisen. 

Wie gesagt, waren nur recht wenige Forscher imstande, eine durch 
Verabfolgung von Proteinstoffen oder Aminosiuren hervorgerufene 
Hyperglykimie bei Normalen nachzuweisen. Sieht man von einigen 
vereinzelten unbedeutenderen Arbeiten ab, so konnte ich in der Literatur 
nur drei Autoren finden, die zu dem genannten Resultat gekommen sind. 


K. Petrén (14) hat bei sechs normalen Personen den Blutzucker nach 
Verabfolgung von 55g Protein in Form von magerem Fleisch untersucht. 
In allen Versuchen wurde eine Vermehrung des Blutzuckergehalts nach- 
gewiesen, der sein Maximum 1 bis 2 Stunden nach der Verabfolgung er- 
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reichte. Die bewirkten Steigerungen sind zwar nicht groB, aber doch vor 
einem solechen Ausma®, daB man mit Sicherheit von ihnen sagen kann. 
daB sie auBerhalb der Grenzen des einfachen Versuchsfehlers liegen. Uber- 


zeugend wirkt das erzielte Resultat auch dadurch, daB die Blutzuckei wert « 


nach Passierung eines Maximums zur genannten Zeit im Laufe einige: 
Stunden allmahlich zu den im niichternen Zustand gefundenen Werten 
wieder herabgehen. 


L. Pollak (15) hat in Kaninchenversuchen unter anderem die Wirkung 


verschiedener Aminoséuren auf die Blutzuckerregulation untersucht. Die 
benutzten Kaninchen bekamen am Tage vor dem Versuch 20g Glucose 


mit der Schlundsonde zugefiihrt, um eine reichliche Fiillung der Glykogen 


depots zu sichern. Die untersuchten Aminosiuren wurden in einer Menge 


von 1 g pro Tier (Gewicht 1500 bis 2750 g) subkutan verabfolgt. Die unter 
suchten Aminosauren, namlich Glykokoll, Alanin und Asparaginsaure, riefen 
Steigerungen im Blutzucker von etwa 0,100 bis etwa 0,170 hervor. Die 
gesamte Steigerung dauerte durchschnittlich etwa 4 Stunden. Da Verab- 
folgung von 1 g Glucose eine geringere und kiirzere Wirkung auf den Blut- 
zucker hatte, schlieBt der Verfasser, daB die Blutzuckersteigerung nach 
Aminosaureverabfolgung nicht auf einer Zuckerbildung aus dieser beruhen 
kann. Da die Wirkung nach Inanition sich abschwacht (ein Versuch mit 
Alanin), und da sie nach Vergiftung mit Ergotamin ausbleibt (ein Versuch 
mit Asparaginsdure), wird der SchluB gezogen, dab die Hyperglykamie in 
einer durch eine Sympathicusreizung hervorgerufenen Glykogenmobilisation 
ihre Ursache haben muB. 

fF. Nord (13) hat einen quantitativ sehr bedeutenden Beitrag zu: 
Beleuchtung des Einflusses verschiedener Proteinspaltungsprodukte aut 
die Blutzuckerregulation geliefert. Alle Versuche sind an Kaninchen an- 
gestellt, von denen die allermeisten mit 20 g Glucose vorbehandelt waren, 
die am Tage vor dem Versuch subkutan zugefiihrt war. Der Autor hat die 
Wirkung von Glykokoll, Glutaminséure, Harnstoff, Kreatinin sowie Witte- 
Pepton untersucht. Jeder Stoff wurde in variierenden Dosen an einer 
betrachtlichen Zahl von Versuchstieren gepriift. Durch diese Versuche 
glaubt der Autor gezeigt zu haben, daB Giykokoll subkutan, intravenés, 
oder gleichzeitig subkutan und intravenés, in Dosen von 1 g pro Kilogramm 
oder dariiber verabfolgt, eine oft sehr betréchtliche Hyperglykamie hervor- 
ruft. Dasselbe sollte von der Glutaminséure, beginnend bei Dosen von 
0,5 g pro Kilogramm, gelten. Harnstoff und Kreatinin zeigen keine sichere 
Wirkung auf den Blutzucker. Auf die Versuche mit Witte-Pepton will ich 
in diesem Zusammenhang nicht néher eingehen. 


Wenn man in einer Versuchsreihe die durch eine gewisse Aminosaure- 
menge hervorgerufene Hyperglykamie mit einer Hyperglykamie nach eine! 
entsprechenden Glucosemenge vergleicht, so ergibt sich, daB die Hyper- 
glykamie im ersten Falle etwas kraftiger als die im zweiten ist, woraus sich 
der SchluB ergibt, daB die von Aminosauren hervorgerufene Hyperglykamie 
jedenfalls im wesentlichen auf einer Glykogenmobilisierung und nicht aut 
einer Neubildung von Zucker beruht. Die Arbeit umfaBt auBerdem eine 
Reihe von Versuchen, wo gleichzeitig ee Aminoséure und Adrenalin ode! 
eine Aminoséure und Insulin verabfolgt ist. Versuche der erstgenannten 
Art sind in Anbetracht dessen von nicht geringem Interesse, das Abderhalden 
und Gellhorn (1) und (2), und spater Backman gezeigt haben, daB kleine 
Aminosfiuremengen imstande sind. die Wirkung des Adrenalins auf die 
glatte Muskulatur zu verstérken. Der Autor kommt jedoch zu dem Resultat. 
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daB beziiglich der glykogenmobilisierenden Wirkung keine Summation, 
geschweige denn eine Potenzierung beobachtet werden kann. Man darf 
jedoch auch sagen, daB die gewahliten Versuchsbedingungen fiir emen solchen 
Nachwei sunzweckmaBig sind, da mit Adrenalindosen gearbeitet worden 
ist, die an sich eine sehr betrachtliche Hyperglykamie (um 0,300) hervor 
rufen, und da sicher andere Faktoren als die Starke des verwendeten 
[rritaments die Grenze fiir die erzielbare Héhe der Hyperglykémie setzen. 

SchlieBlich wurden sehr schéne Versuche angestellt, in denen die 
Wirkung groBer Aminoséuredosen auf Kaninchen, teils vor, teils nach 
Epinephrektomie untersucht wurde. Bei diesen Versuchen wurde gezeigt, 
daB die Aminoséurehyperglykaémie nach Entfernung der Nebennieren ganz 
fortfallt. Hieraus geht hervor, dal die Aminoséiurehyperglykamie als eine 
,Adrenalinhyperglykaémie‘ aufzufassen ist. 

AuBer den hier erwaihnten drei wichtigsten Versuchsreihen, in denen 
bei Normalen eine Hyperglykimie nach Verabfolgung von Protein oder 
Aminosiuren nachgewiesen wurde, liegt in der Literatur eine etwas gréBere 
Reihe von Arbeiten entsprechender Art vor, bei denen das Resultat negativ 
war. Gemeinsam ist diesen Arbeiten jedoch, da sie nur eine sehr kleine 
Anzahl von Versuchen umfassen. Die meisten sind an Menschen durch 
Eingabe von Proteinstoffen, meist in Form von Fleisch, angestellt. 

A. Th. B. Jacobsen (9) hat an drei normalen Menschen die Blut- 
zuckerkonzentration mittels der Bangschen Methode wahrend der drei 
bis vier ersten Stunden nach Eingabe einer Proteinmahlzeit untersucht. 
Die verabfolgte Proteinmenge war recht betrachtlich; namentlich in einem 
Versuch, wo 80g Gelatine gegeben waren. In keinem Falle wurden sichere 
Veranderungen in der Blutzuckerkonzentration beobachtet. 


Fr. Rolly und Fr. Oppermann (17) verfiigen tiber drei Versuche an 
normalen Menschen, zwei Versuche an Hunden, sowie einen Versuch an 
einem Ziegenbock. 

In allen Versuchen wurden recht reichliche Proteinmengen eingegeben, 
ohne daB eine Wirkung auf den Blutzucker bemerkt wurde. 

A. Welz (24) hat fiinf Versuche an normalen Menschen angestellt ; der 
Blutzucker wurde nur einmal vor und einmal nach Verabfolgung von 
250 g magerem Fleisch bestimmt. Die beobachteten Variationen liegen, 
wie der Verfasser sicher mit Recht meint, innerhalb der Grenzen des zu- 
falligen Versuchsfehlers. 


H.O. Mosenthal, S. W. Clausen und A. Hiller (12). Unter den Unter- 
suchungen dieser Autoren tiber den EinfluB verschiedener Kostformen auf 
den Blutzucker bei Diabetikern findet sich ein Versuch an einer normalen 
Person, wo der Blutzucker 5 Stunden nach Verabfolgung einer Mahlzeit 
verfolgt wurde, die 67 g Protein und 59g Fett enthielt. Es wurden keine 
Veranderungen im Blutzucker nachgewiesen. 

A. Th. B. Jacobsen und H. Edwards (8) haben den Gehalt des Blutes 
an Zucker und Harnstoff nach einer Standardmahlzeit bestimmt, die aus 
50 g Protein (Ochsenfleisch) und 200g Wasser bestand. Unter den Ver- 
suchsindividuen befinden sich zwei normale. Es fand sich keine Wirkung 
auf den Blutzucker. 


Frank Armando und L. Mehlhorn (5) verfiigen unter ihren Versuchen 
tiber den Verlauf der Blutzuckerkurve bei Kindern nach Verabfolgung ver- 
schiedener Nahrstoffe itiber zwei Versuche mit Verabfolgung von Protein. 





SPORE SHE | ame et 


128 E. Lundsgaard: 


Es wurde eine im Verhaltnis zum Kérpergewicht betrichtliche Menge 
reinen Caseins gegeben. In keinem ihrer Versuche wurde der Blutzucker 
beeinfluBt. 


O. Folin und H. Berglund (4). Unter einer Reihe von Versuchen iiber 
den EinfluB8 verschiedener Kohlehydrate auf den Blut- und Harnzucker 
finden sich zwei Versuche, wo der Blutzucker nach Verabfolgung von 
Protein untersucht wurde. In dem einen sind 1000 g rohes Eiwei8, in dem 
anderen 135 g Gelatine gegeben. Beide Dosen mu8 man als sehr groB be- 
zeichnen, und doch wurde in keinem Falle eine Wirkung auf den Blutzucker 
beobachtet. 


A. Schaetti (19) hat zwei Versuche an normalen Menschen angestellt, 
in denen der Blutzucker nach Verabfolgung reiner Aminoséuren per os be- 
stimmt wurde. In dem einen Versuch wurden 20g Glykokoll, im anderen 
20 g Alanin, beide Dosen in 100 g Wasser aufgelést, gegeben. Die eingegebenen 
Mengen miissen als recht kleine bezeichnet werden, und es fand sich denn 
auch keine Wirkung auf den Blutzucker. 


Aus der hier zitierten Literatur ersieht man, daB sich nur sparlich 
Mitteilungen tiber Versuche finden, bei denen es gelang, eine durch 
Proteinstoffe oder deren Spaltungsprodukte hervorgerufene Wirkung 
auf den Blutzucker nachzuweisen, wenn man, wie es hier die Absicht 
ist, von solchen Versuchen absieht, die mit parenteraler Zufuhr genuiner 
Proteinstoffe oder héherer Proteinspaltungsprodukte ausgefiihrt sind. 


Von den wenigen Versuchsreihen mit positivem Resultat werden 
ohne weiteres die von Pollak und Nord als die bedeutendsten imponieren. 
Teils verfiigen diese Autoren iiber ein recht groBes Versuchsmaterial, 
teils sind die erzielten Resultate hier entschieden positiv. Hierzu kommt, 
daB eigentlich nur diese beiden Versuchsreihen einen SchluB auf eine 
von  Proteinspaltungsprodukten (Aminoséuren) bewirkte zucker- 
mobilisierende Witkung gestatten. An eine solehe Wirkung muB sich, 
wie man einsehen wird, ein nicht geringes Interesse kniipfen. Nicht 
nur wird die genannte Wirkung ein eigentiimlicher biologischer Effekt 
allgemein vorkommender Nahrstoffe sein, sondern sie wird in ganz 
besonderem Grade Beachtung verdienen, weil die Konstatierung einer 
an die Aminoséiuren oder an andere normale Proteinspaltungsprodukte 
gebundene zuckermobilisierende Fahigkeit die Beweiskraft gewisser 
wichtiger Versuche, auf die die zuckerbildende Fahigkeit der Protein- 
stoffe gestiitzt wird, in allerhéchstem Mafe schwichen oder ganz 
aufheben wird. 


Die Beobachtungen, die den SchluB gestatten, daB Proteinstoffe 
im tierischen Organismus AnlaB zur Bildung von Kohlehydrat geben 
kénnen, zerfallen im wesentlichen in zwei Gruppen. Die eine besteht 
in Fiitterungsversuchen an vorher glykogenfrei gemachten Tieren, bei 
denen es méglich war, eine Glykogenablagerung in der Leber nach 
einseitiger, wahrend einiger Zeit durchgefiihrter Proteinernahrung 
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nachzuweisen. Die Beweiskraft dieser Versuchsgruppe wird nicht 
beeinfluBt werden von dem Nachweis einer zuckermobilisierenden 
Wirkung, die gebunden ist an vom Darmkanal resorbierte Spaltungs- 
produkte der Proteinstoffe. Das gilt dagegen fiir die zweite Gruppe, 
die aus Versuchen besteht, in welchen eine erhéhte Zuckerausscheidung 
im Urin bei sowohl pankreas- als auch phlorrhizindiabetischen Tieren 
nach Zufuhr von Protein oder Aminoséuren nachgewiesen worden ist, 
sowie aus dementsprechenden Beobachtungen bei Menschen mit 
spontanem Diabetes. Da nur zu dieser Gruppe gehérige Versuche 
eine quantitative Wiirdigung der zuckerbildenden Fahigkeit der 
Proteinstoffe und der einzelnen Aminosauren gestatten, kniipft sich 
ein nicht geringes Interesse an die Frage der Aufrechterhaltung der 
Theorie von der zuckermobilisierenden Fahigkeit der Proteinstoffe. 


Die Versuche, die ich zur Beleuchtung der Frage angestellt habe, 
wieweit orale Zufuhr von Proteinstoffen oder Aminoséuren sowie 
parenterale Zufuhr von Aminosaduren das Blutzuckerniveau zu _ beein- 
flussen imstande sind, zerfallen nach den angewandten Versuchs- 
objekten: Kaninchen, Hunde und Menschen, in drei Gruppen. 


Da die erwahnten, bisher vorliegenden Versuchsreihen, die die 
hyperglykamieerregende Wirkung der Aminoséuren am deutlichsten 
erweisen, aus Versuchen an Kaninchen bestehen, wurde das Haupt- 
gewicht auf den Versuch ihrer Reproduzierung gelegt. Da Nords Ver- 
suche als eine Nachpriifung der von Pollak betrachtet werden kénnen, 
waren die Nordschen Versuche der eigentliche Ausgangspunkt fiir 
mich. Es ist nimlich, wie aus den obigen Referaten hervorgehen diirfte, 
Nord nicht ganz gelungen, Pollaks Resultate zu bestatigen, da Nord 
zur Hervorrufung einer Hyperglykimie genétigt war, etwas gréBere 
Dosen als die von Pollak angegebenen zu verwenden. 


Methodik. 


Versuchstiere. Die fiir die Versuche benutzten Kaninchen waren vor- 
zugsweise Tiere von Mittelgré68e, worunter Kaninchen von einem Gewicht 
von ungefahr 2 kg verstanden werden. Es wurden mannliche und weibliche 
Tiere wahllos verwendet. Alle benutzten Tiere wurden unter so gleichartigen 
Bedingungen wie tiberhaupt méglich gehalten. Die Kost war fiir alle die 
gleiche und bestand iiberwiegend aus Hafer mit nur einer geringen Beigabe 
von Heu und Mohrriiben. Da es bei einer kiirzeren Hungerperiode nicht 
méglich ist, den Darmkanal der Kaninchen von Nahrungsresten zu entleeren, 
wurde von diesbeziiglichen Versuchen ganz Abstand genommen, und die 
Tiere bekamen Gelegenheit, bis unmittelbar vor Versuchsbeginn in ge- 
wohnlicher Weise zu fressen. Alle benutzten Versuchstiere waren vollstandig 
gesund und in gutem Ernahrungszustande. 


Bis auf einzelne Ausnahmen wurde das einzelne Versuchstier nur ein 
einziges Mal verwendet. In Anbetracht dessen, daB auch, nach den Re- 
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sultaten der bisherigen Untersucher zu urteilen, zweifellos eine betrachtliche 


individuelle Variation in der Leichtigkeit besteht, mit der sich die hier 


untersuchte Reaktion hervorrufen la6t, hat man gemeint, durch diese 


Art des Vorgehens auch den besten Einblick in die Frage der Allgemein- 
giiltigkeit des ganzen Phanomens zu gewinnen. 


Zu den Hundeversuchen wurden zwei deutsche kurzhaarige Hiihner- 
hunde verwendet, beides Hiindinnen und von einem Gewicht von etwa 
25 kg. Die Kost war fiir beide gleich und in den Perioden konstant, wo sie 
zum Versuch benutzt wurden. Sie bestand in Hundekuchen mit einer 
geringen Zulage von rohem Fleisch. Vor den Versuchen hatten die Tiere 
16 bis 18 Stunden gefastet. 


Zu den Versuchen an Menschen wurden schlieBlich gesunde junge 
Manner genommen. Die Kost war in den Tagen vor dem Versuch nicht 
reguliert worden, aber die Versuchsindividuen hatten etwa 15 Stunden 
vor Versuchsbeginn gefastet. 


Vorbehandlung mit Glucose. Wie das in Nords und Pollaks Versuchen 
der Fall war, sind meine Kaninchen mit einer gréBeren Glucosegabe vor- 
behandelt worden, indem die Tiere 20 bis 22 Stunden vor den Versuchen 
20 g Glucose verabfolgt bekamen. Um so genau wie méglich die von Nord 
angegebenen Versuchsbedingungen einzuhalten, wurde diese Glucosemenge 
bei den ersten Versuchen subkutan verabfolgt. Die 20g Glucose wurden 
in 50cem Wasser aufgelést und an zwei verschiedenen Stellen unter die 
Haut injiziert. 

Die Injektion einer so betrachtlichen Menge einer hypertonischen 
Fliissigkeit schien den Tieren eine nicht geringe Beschwerde zu verursachen. 
Am Tage nach der Injektion, also am Versuchstage, fanden sich auBerdem 
regelmaBig bedeutende Odeme am Bauch der Tiere. Wesentlichst aus 
diesem Grunde schien es bedenklich, dauernd diesen Modus anzuwenden, 
da die Méglichkeit nicht ganz ausgeschlossen werden konnte, da man durch 
eine erneute subkutane Injektion die Glucosemengen mobilisieren kénnte. 
die sich vermutlich noch in den Odemen befanden. Da hierzu kam, dal 
man in einzelnen Fallen noch 26 Stunden ‘nach der Glucoseverabfolgung 
bedeutend erhéhte Blutzuckerwerte (0,285%) finden konnte, ging man 
lieber dazu tiber, die 20g Glucose, in 100 ccm Wasser aufgelést, mit der 
Schlundsonde zu geben. 


Entnahme der Proben. Die Blutproben wurden bei allen Kaninchen- 
versuchen aus der Ohrvene entnommen. Es wurde gréBtes Gewicht daraut 
gelegt, die Entnahme der Proben fiir die Tiere so schonend wie méglich zu 
gestalten. Bei den Hunden wurden die Blutproben einigermaBen ent- 
sprechend vorgenommen, indem sie aus einem kleinen Einschnitt am Rande 
des Ohres genommen wurden. 


Bei den Menschen schlieBlich wurden sie aus einem Schnitt in das 
Ohrlappchen gewonnen. 


Verabfolgung von Aminosduren. In der itiberwiegenden Zahl der 
Kaninchenversuche wurde subkutane Injektion angewandt. Die Konzen- 
tration der verwendeten Aminoséurelésung war die gleiche wie die von 
Nord angewendete, nimlich 1g Aminoséiure pro 5cem Wasser. Die In- 
jektionen wurden am Riicken, mindestens an zwei verschiedenen Stellen, 
vorgenommen. In den Versuchen, wo Glutaminséure verwendet wurde, 
war eine Neutralisation mit Natriumcarbonat nétig, um eine Lésung der 
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genannten Konzentration zu erzielen. Glykokoll wurde dagegen ohne 
Neutralisation verwendet. Die Lésungen wurden bis zum Kochen erhitzt, 
die Injektionen im iibrigen aber nicht unter sterilen Kautelen vorgenommen. 

Zur intravenésen Injektion wurde die gleiche Lésung angewendet, 
und die Injektionen in die Ohrvene in zwei Sitzungen in Zwischenréumen 
von 5 Minuten gemacht. Die Verabfolgung per os wurde sowohl bei 
Kaninchen wie bei Hunden mittels der Schlundsonde vorgenommen. Es 
wurden etwas weniger konzentrierte Lésungen benutzt — bei den Kaninchen- 
versuchen eine Lésung von 10 bis 15°, und bei den Hundeversuchen eine 
Lésung von 5 bis 10°). 


Verwendet wurden nur reine Préparate von Merck. 


Die Blutzuckerbestimmungen wurden nach der Hagedornschen 
Methode (6) vorgenommen. Es wurden, wie das bei dieser Methode all- 
gemein iiblich ist, bei allen Proben Doppelbestimmungen gemacht. 


Eigene Versuche. 


Blutzuckerbestimmungen an Kaninchen nach subkutaner Verabfolgung 


von Glykokoll. 





Versuchstier : 1 2 4 5 6 7 8 9 
ae ee 5. I ae: Se ee a et eae Se ae! 
Gewicht in kg ; 2,3 2,1 2,0 2,3 2,1 2,3 2.4 2.4 
Vorbeh. m. Glucose . 20g | 2g | 2g | 2g | Weg | Wg | Weg We 


subkut. subkut. oral oral oral oral oral oral 
Dosis von Glykokoll 
“) ks eee 2 2 2 2 2 2 2 2 
Blutzucker in %: 
Vorher: 30 Min. 0171 0,196 0,112 0.116 0108 0,098 | 0,100 | 0,103 
5 173 0,094 0,116 0,109 0,099 | 0,999 0,105 
Nachher:30 ,. 
1 Std. . 0175 0,164 0,117 0,102 0,101 | 0,115 0,100 | 0,108 
9 





. . 0,189 0,165 0,102 0,090 0,108 0,118 0,103 0,097 
3, . 0,203 0,170 0,098 0,090 0,107 0,110 0,111 0,097 
Bos x3 . 0,095 
Versuchstier : 10 11 12 13 14 12 15 16 
Ra. 4 Ge 17. I. | 18. L. | 18. L | 23. L | 26. L | 26. L /26. L. | 27. 1. 
Gewicht in kg . . 2.4 2,3 2,1 2.4 2,1 2,0 2.0 3,5 
Vorbehandlung mit 
eee 20 g Glucose per os. 
Dosis von Glykokoll 
6 «eee 2 2 2 2 2 2 2 2 


Blutzucker in %: 


/ 


Vorher: 30 Min. | 0,103 0,121 | 0,093 0,103 0,106 0,104 0,104 0,099 
5 ,. | 0,127 | 0,108 0,098 0,108 0,099 0,099 | 0,094 | 0,100 
Nachher:30 ,. 0,099 0,090 0,105 0,099 0,097 0,095 | 0,099 
1Std.. 0,101 0,100 | 0,090 0,102 0,097 0,094 0,091 0,100 
2 0,111 | 9,110 0,095 0,103 | 0,101 0,094 0,098 | 0,106 


3° | 0,127 | 0,108 0,100 0,104 0,104 | 0,094 0,086 | 0,095 
4 - | 0183 0121 | 0,102 0.105 0,112 | 0,092 0,088 | 0,112 


9* 
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Versuchstier : 17 21 22 23 31 35 36 
eee ee ae 27.1 | 30. 01 | 13: | 13... 88. I } 20. 1. | 2. BL. 
Gewicht in kg : 2.8 2,0 2,2 2,1 1,8 2,2 2,3 
Vorbehandlung mit 

Gicos 20 g Glucose per os. 
Dosis von Glykokoll 
gproig.... 2 3 3 3 ee 2 


Blutzucker in %: 
Vorher: 30 Min. 0,096 0,102 0,091 0,101 0110) 0,105 O11 
5 ,. | 0,100 | 0,099 0,088 | 0,102 0,111 | 0,110 0,107 
Nachher:30 ,. | 0,096 0,089 | 0,089 | 0,095 0,125 | 0,088 0,098 


1 Std. . 0,102 0,091 0,110 0,091 0,108 0,091 0,086 
- ee 0,095 | 0101 0175 0,091 0,108 0,131 0,085 
oe 0,088 0,134 0,206 0,086 0,133 0,208 0,094 
ee 0,091 0,158 | 0,221 0,088 0,182 | 0,246 | 0,103 


Die zwei ersten Tiere dieser Gruppe sind, wie das aus dem Schema 
hervorgeht, mit Glucose subkutan vorbehandelt. Sie hatten beide 
am Versuchstage sehr betriichtliche Odeme am Bauche. Wie man 
sieht, lagen die Blutzuckerwerte noch bei Versuchsbeginn, d.h. etwa 
20 Stunden nach der Injektion, bedeutend iiber der Norm. Aus diesem 
Grunde kann den Versuchen vielleicht keine gréBere Bedeutung bei- 
gelegt werden. Vergleicht man den niedrigsten Wert des Blutzuckers 
in der Vorperiode bei Kaninchen Nr. 1 mit dem Wert 3 Stunden nach 
der Verabfolgung von Glykokoll, so muB man sagen, daB eine nicht 
unbetrachtliche Hyperglykamie eingetreten ist; das wurde in keinem 
der iibrigen 17 Versuche bei der Verabfolgung von 2 g Glykokoll pro 
Kilogramm beobachtet. 

In Anbetracht der besonderen Verhiltnisse bei diesem ersten 
Versuch wird man aus der Gesamtheit der Versuche nur schlieSen 
kénnen, da% innerhalb eines Zeitraums von 4 Stunden nach der Dar- 
reichung von 2 g Glykokoll pro Kilogramm keine Blutzuckersteigerung 
bei Kaninchen zu konstatieren war. Die Lange der Beobachtungszeit 
sollte, nach Nords Versuchen zu urteilen, vollstandig geniigen, da man 
bei Anlegung einer Durchschnittskurve fiir die Nordschen Versuche. 
wo Glykokoll verabfolgt ist, die Lage des Maximums fiir die Hyper- 
glykamie bei 3 Stunden nach der Darreichung findet. 

Nach meinen eigenen spateren Erfahrungen sieht man _ jedoch 
manchmal eine sehr spat eintretende Hyperglykamie, so daB es nicht 
ganz ausgeschlossen ist, dafs man bei Kaninchen Nr. 10 und 11, wo 
nach 4 Stunden eine Andeutung von Blutzuckersteigerung besteht 
bei weiterer Fortsetzung der Beobachtung eine sichere Hyperglykamic 
gefunden haben wiirde. Selbst wenn man aber mit dieser Méglichkeit 
rechnet, kénnen 2 g Glykokoll pro Kilogramm nach meinen Versuchen 
doch nicht als eine nur einigermaBen sicher hyperglykamiebewirkende 
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Dosis bezeichnet werden. Im iibrigen enthalt das Versuchsjournal von 
Kaninchen Nr. 10 eine Bemerkung, daB es ein nervéses und unruhiges 
Tier ist, worauf auch die Schwankungen in den Versuchswerten deuten. 


In vier der fiinf Versuche, wo 3 g Glykokoll pro Kilogramm ein- 
gegeben sind, wurde eine deutliche Hyperglykimie hervorgerufen. 
Bei Kaninchen Nr. 23, wo keine Wirkung auf den Blutzucker erzielt 
wurde, bildete sich nach der Injektion ein recht erhebliches Odem am 
Bauche, wohingegen bei Kaninchen Nr. 22, wo eine betrichtliche 
Wirkung erzielt wurde, sich durchaus kein Odem bildete. Das laBt 
die Vermutung zu, daB die verschiedene Reaktion, die man bei ver- 
schiedenen Tieren finden kann, zum Teil oder vielleicht ganz wesentlich 
auf einer verschiedenen Resorptionsgeschwindigkeit beruhen kénnte, 
eine Annahme, die meine spiteren Versuche in hohem Grade -stiitzen, 
Im allgemeinen bildet sich nach subkutaner Injektion von Glykokoll- 
dosen von 3g pro Kilogramm ein maBiges Odem aus. 


Kaninchen Nr. 22, das mit starker Hyperglykamie reagierte, 
zeigte schon 1 Stunde nach der Injektion zweifellose Vergiftungs- 
symptome, bestehend in Polypnoe, Muskelzittern, sowie stark dila- 
tierten, absolut lichtstarren Pupillen und aufgehobenem Lidreflex fiir 
Licht und Beriihrung. Gegen Ende des Versuchs traten Krampfe auf, 
und etwa 5 Stunden nach VersuchsabschluB trat der Tod ein. Diese 
Beobachtung veranlaBte mich, meine Kaninchen sehr genau zu beob- 
achten. Sowohl Kaninchen Nr. 31 wie 35 wiesen Symptome auf, die 
meiner Meinung nach als Intoxikationssymptome, wenn auch sehr viel 
leichteren Grades als bei Kaninchen Nr. 22, bezeichnet werden miissen. 
Die Symptome bestanden in dilatierten, lichtstarren Pupillen, auf- 
gehobenem Lidreflex, sowie bei Kaninchen Nr. 31 starker GefaB- 
kontraktion, die die Blutentnahme einigermaBen erschwerte. 


Blutzuckerbestimmungen an Kaninchen nach intravenéser Verabfolgung 
von Glykokoll. 





Versuchstier : 3 30 27 42 


eds an Toe ek ro ay 8 22. II. 6. IL. 3. III. 
Gewicht in kg . 2,4 1,9 2,1 2,1 


Vorbehandlung mit Glucose 20 g Glucose per os 


Dosis Glykokoll,g prokg . . 2 3 3 | 3 
Blutzucker in %: 
Vorher: 30 Min, | 0,139 0,083 0,101 0,102 
GS. oy 0,122 0,088 0,097 | 0,104 
Nachher: 30, | 0,119 0,097 0,121 
1 Std. . | 0,117 0,105 0,091 0,166 
Ss || 0,114 0,095 0,088 0,168 
8 | 0,108 0,082 0,097 0,145 
a 0,082 0,096 0,127 
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Wahrend subkutane Verabfolgung von 3g Glykokoll pro Kilo- 
gramm mit recht groBer Sicherheit imstande ist, eine Hyperglykimie 
hervorzurufen, die allerdings gleichzeitig von anderen Symptomen. 
die als Intoxikationssymptome bezeichnet werden miissen, begleitet 
ist, scheint dies, wenn dieselbe Dosis intravenés verabfolgt wird. 
nicht der Fall zu sein. 


Bei Kaninchen Nr. 3 und 37 tritt keine Hyperglykamie auf. Bei 
Kaninchen Nr. 30 ist in direktem Anschlu8 an die Injektion eine leichte 
Erhéhung des Blutzuckers zu beobachten, die sich jedoch sehr schnell 
verliert. Diese voriibergehende Blutzuckersteigerung bin ich am meisten 
damit in Verbindung zu bringen geneigt, daB dieses Kaninchen waihrend 
der intravenésen Injektion angebunden worden war, was bei den anderen 
nicht der Fall gewesen war. Bei Kaninchen Nr. 42 wurde eine schnell 
eintretende und schnell wieder abnehmende Hyperglykimie hervor- 
gerufen. Bei diesem Tiere traten die iiblichen Symptome auf, bestehend 
in Polypnoe, Pupillendilatation und lichtstarren Pupillen. Bei allen 
Tieren trat im Laufe der ersten Stunde nach der Injektion eine starke 
Vermehrung der Diurese auf. 


Selbstverstandlich kénnen nur mit einem gewissen Vorbehalt aus 
so wenigen Versuchen wie diesen Schliisse gezogen werden, aber sie 
deuten doch zweifellos darauf hin, daB eine Hyperglykimie durch 
intravendse Injektion schwieriger als durch subkutane Injektion hervor- 
zurufen ist. Dieser SchluB ist um so berechtigter, als die ausbleibende 
Hyperglykamie in diesen Fallen ihre Ursache nicht in einem so sekun- 
dairen Umstand wie langsamer Resorption haben kann. Da8 jedoch 
auch durch intravenése Injektio& eine Hyperglykamie ausgeliést werden 
kann, sieht man aus dem Versuch an Kaninchen Nr. 42; doch sieht 
man gleichzeitig, daB die Hyperglykamie nur maBig und von kurzer 
Dauer ist. 


Blutzuckerbestimmungen an Kaninchen nach oraler Eingabe von Glykokoll. 





Versuchstier : 32 33 34 35 
ote ve ee Vie 24. I. 25. I. 27. II. 3. ILL. 
ek ee 1,8 1,7 2,3 2,2 
Vorbehandlung mit Glucose . 20 g Glucose per os 
Dosis Glykokoll, g pro kg . . 3 5 5 5 
Blutzucker in %: 
Veenee: 20 Mim... .. 0,102 0,098 0,104 0,097 
ee aS 0,101 0,106 0,096 0,098 
a a eee 0,106 0,159 0,098 0,099 
| SSR 0,095 0,117 0,088 0,091 
Bae ee ee 0,090 0,096 0,079 0,088 
ey LESS 0,094 0,084 0,081 0,088 
fe ta oe en 0,091 0,090 0,078 0,089 
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Versuchstier : 64 66 68 72 
RS Ny ho ko ak ke 7. VIII. 8. VIII. 9. VII. 14. VIII. 
Gownt th Be... kt 2,0 1,8 2,0 2.0 
Dosis Glykokoll, g prokg . . 5 5 5 5 
Blutzucker in %: 
Vorher: 30 Min... ... 0,124 0,117 0,142 0,105 
_ On eee are 0,114 0,109 0,135 0,100 
Nachher: 2 Std. ..... 0,096 0,087 0,092 0,093 
Be as Se ee 0,099 0,096 0,099 0,090 
4 0,101 0,095 0,090 0,094 
Bo: 0,113 0,099 0,103 0,090 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB es selbst bei Verwendung 
wesentlich gréBerer Dosen als denen, die sich bei subkutaner Ver- 
abfolgung als wirksam erwiesen haben, nicht méglich ist, durch orale 
Administration von Glykokoll Hyperglykaimie hervorzurufen. Eine 
anscheinende Ausnahme macht Kaninchen Nr. 33, wo bei der ersten 
Bestimmung nach der Verabfolgung recht betrachtlich erhéhter Blut- 
zucker gefunden wurde. Es machten sich hier jedoch besondere Ver- 
haltnisse geltend, da es recht groBe Schwierigkeiten machte, die Schlund- 
sonde bei diesem Tiere einzufiihren, so daB man sich etwa 10 Minuten 
bemiihen muBte, bevor es gelang. Ich trage daher keine Bedenken, 
die Hyperglykamie als psychisch aufzufassen, eine Auffassung, die sich 
auf die ganz voriibergehende Natur der Hyperglykamie stiitzt. 

Es sei darauf aufmerksam gemacht, da Kaninchen Nr. 35 dasselbe 
Tier ist, das bei dem Versuch vom 29. Februar starke Hyperglykamie 
nach subkutaner Verabfolgung von 3g Glykokoll pro Kilogramm 
aufwies, sowie, daB in den vier letzten Versuchen keine Vorbehandlung 
mit Glucose angewendet war. 


Blutzuckerbestimmungen an Kaninchen nach Verabfolgung 
von Glutaminsaure. 





Versuchstier : 76 77 69 66 79 RO 
a eae ens a, BOR ee Re a ee 8 
ee ON Oe es 2,3 2.4 23 2.4 1.9 2,7 
Dosis Glutaminsaure, g pro kg . 3 3 3 2 2 3 
Blutzucker in %: 
Vorher: 30 Min... . ... | 0,104 | 0,116 0,120 0,104 0,112 0,114 
Nachher:2 Std. ..... . | 0,183 | 0,123 0129 0,107 0,108 0,165 
B.....-.. ff O24} 0185 | 0,142 | 0,109 | 0,122 | 0,219 
4.,....... {| 0,142 | 0,188 | 0,127 | 0,115 | 0,128 | 0,287 
§ ,....... | 0,154 | 0,151 | 0,126 | 1,112 | 0,115 | 0,187 
_ ay bbs ere ae 0,129 
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Bei drei der sechs Versuche mit subkutaner Verabfolgung von 
Glutaminsiure wurde Hyperglykamie erregt. Sie hat jedoch nur bei 


Kaninchen Nr. 80 erhebliche Grade erreicht. Dieses Tier zeigte 


Symp- 


tome einer ernsten Vergiftung. Das Tier war nicht imstande, eine 
normale Stellung einzunehmen, sondern fiel auf den Bauch, bewegte 
sich nur ungern, und bei den Bewegungen trat heftiges Muskelzittern 
auf, das fast den Charakter von Krampfen hatte. Weder bei diesem 
Tiere noch bei den anderen, bei denen Hyperglykimie erzeugt wurde, 
wurden die fiir die Glykokollvergiftung so charakteristischen Pupillen- 


symptome beobachtet. 


Versuche an Hunden nach Verabfolgung von Aminosduren. 


Versuchstier K. Gewicht: 26 kg. 
Datum: 16. Januar. Verabfolgung von 15g Glykokoll. 



































Vorher Nachher 
30 Min. 5 Min. | 30Min.| 1 Std. | 2 Std. 3 Std. | 4 Std. 
Blutzucker .. ... . . . || 0,083 0,077 0,087 0,081 0,081 | 0,087 | 0,085 
Datum: 19. Januar. Verabfolgung von 15g Alanin. 
Vorher Nachher 
30 Min. | 5 Min. | 30Min.| 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. | 4 Std. 
Blutzucker . . . . . .. . || 0,081 0,073 | 0,082 | 0,083 | 0,082 0,080 0,073 
Datum: 20. Januar. Verabfolgung von 15g Glykokoll. 
agin siege || Vorher =| = —i“‘éCéCN hth 
30 Min. | 5 Min. | 30Min.| 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. | 4 Std. 
Blutzucker ...... . . || 0,085 0,084 || 0,079 | 0,080 0,079 0,084 0,078 
Datum: 21. Januar. Verabfolgung von 25g Glykokoll. 
2 ee Vorher - Naehher 
30 Min. | 5 Min. 30 Min. 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 4 Std. 
Blutzucker . ..... . . | 0,088 0,091 0,086 0,079 0,083 0,083 0,086 
Versuchstier V. Gewicht: 24,2 kg. 
Datum: 21. Oktober. Verabfolgung von 15g Alanin. 
ae LS a ena Nachher 
| 30 Min, | 5Min. | 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 


Blutzucker . ....... +) 0,076 0,070 0,084 0,076 0,076 


4 Std. 
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Datum: 24. Oktober. Verabfolgung von 25g Alanin. 





Vorher Nachher 


30 Min. 5 Min. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 
Blutzucker ....... . 0,075 0,071 0,067 | 0,074 | 0,074 0,066 0,066 
Versuche an Hunden nach Verabfolgung von Fleisch. 


Versuchstier K. Gewicht: 25,1 kg. 


Datum: 5. Februar. Verabfolgung von 500g Fleisch. 





Vorher Nachher 


30Min. | 5 Min. 30 Min. | 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 4 Std. | 5 Std. 
Blutzucker . . . . . 0,074 | 0,075 | 0,074 0,077 0,070 0,074 0,068 | 0,075 


Datum: 17. August. Verabfolgung von 500g Fleisch. 





Vorher Nachher 


30 Min. 2 Std. 3 Std. 4 Std. | 5 Std. | 6 Std. | 7 Std. 
Blutzucker ...... . . | 0,082) 0,082 | 0,078 0,076 0,078 | 0,081 0,076 


Datum: 22. August. Verabfolgung von 1000g Fleisch. 





Nachher 


fh Std. | 6 Std. | 7 Std 8 Std. 


Vorher 


30 Min. 2 Std. | 3 Std. | 4 Std 
Blutzucker. . . . . | 0,088) 0,079 0,080 0,077 0,077 0,078 0,079 0,077 


Man sieht, daB es in keinem der Hundeversuche gelang, Hyper- 
glykamie hervorzurufen, weder nach Verabfolgung reiner Aminosauren, 
noch nach Verabfolgung von Fleisch. 


Versuche an Menschen nach Verabfolgung von Fleisch. 


Versuchsperson R. J. Datum: 17. Oktober. Verabfolgung von 375 g Fleisch. 





Vorher Nachher 
30 Min. 5Min. 1 Std 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 


Blutzucker. . . . . | 0,108 0,094 | 0,080 | 0,092 0,096 0,092 0,095 0,109 


Versuchsperson R. T. Datum: 22. Oktober. Verabfolgung von 500 g Fleisch. 





Vorher Nachher 





30 Min.| 5Min. | 1 Std. 2 Std. | 3 Std. 4 Std. | 5 Std. 


Blutzucker. . . . . . . . || 0,082 | 0,082 | 0,077 0,087 0,082 0,085 0,081 
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Versuchsperson P.M. Datum: 25. Oktober. Verabfolgung von 500g Fleisch. 





Blutzucker 


Versuchsperson F’. EB. 


Vorher Nachher 


30Min.| 5Min. 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. | 4 Std. | 5 Std 


0,089 0,088 0,086 0,087 | 0,088 0,091 0,088 


Datum: 28. Oktober. Verabfolgung von 500g Fleisch. 





Vorher 


Nachher 


30Min. 5Min. 1 Std. | 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std 


Blutzucker 0,089 0,092 0,080 0,078 | 0,082 | 0,089 0,083 


Versuchsperson 7’. P. Datum: 30. Oktober. Verabfolgung von 300¢ Fleisch. 





Vorher Nachher 


30Min.| 5 Min. 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 4 Std. | 5 Std 


Blutzucker 0,092 0,090 0,088 0,080 | 0,092 0,090 0,086 


Versuchsperson £. L. 


Datum: 3. Dezember. Verabfolgung von 400g Fleisch. 





Vorher Nachher 


30Min.| 5 Min. 1 Std. 2 Std. 3 Std. | 4 Std. | 5 Std 


0.088 
0,116 


0,987 
0,119 


0,085 
0.115 


0,085 
0,113 


0,082 
0,112 


0,086 
0,116 


0,087 


Hagedorn 
9,118 


Folin- Wu-Filtrat 
Verabfolgung von 500g Fleisch. 


Versuchsperson 7’.A. Datum: 7. Dezember. 





Vorher Nachher 





30 Min. 5Min. 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. | 4 Std. 5 Std 


0,082 
0,109 


0,080 0,080 0,077 
0,106 0,107 


0,079 
0.105 


0,079 


Hagedorn 0,081 
0,107 


Folin-Wu-Filtrat . . . . . 0,109 0,106 


Diskussion fremder und eigener Resultate. 


Wie bereits erwihnt, waren die von Nord ausgefiihrten Versuchs- 
reihen und dadurch iibrigens auch die von Pollak angestellten Versuche 
der eigentliche Ausgangspunkt fiir meine eigenen Untersuchungen. 
Die von Nord gezogenen Schliisse wiirden, wenn sie allgemein anerkannt 
wiirden, fiir die Auffassung mehrerer wichtiger Fragen in der Stoff- 
wechselphysiologie so weitgehende Konsequenzen erhalten, daB schon 
allein hierin ein Ansporn zu einer Nachpriifung lage. Nun ist es jedoch 
so, daB die Schliisse Nords, von seinen eigenen Versuchsresultaten aus 
angesehen, auf den kritischen Leser kaum tiberzeugend wirken diirften. 
Mit anderen Worten, es ware, gestiitzt auf Nords eigene Versuche, 
méglich, eine gewichtige Kritik an den gezogenen Schliissen zu tiben 
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und dadurch die Kritik der Resultate anderer Autoren, die auf deren 
Basis aufgestellt sind, zuriickzuweisen. 

Etwas anders gestaltet sich die Sachlage beziiglich der Pollakschen 
Resultate. In Wirklichkeit wiirden die von Pollak erzielten Resultate 
mit weit gréBerem Rechte als Nords eigene als Grundlage fiir die von 
Nord gezogenen Schliisse dienen kénnen. Es ist aber, wie schon oben 
angedeutet, Nord nicht gelungen, Pollaks Versuche véllig zu bestatigen. 

Beide Autoren haben gefunden, daB es durch parenterale Verab- 
folgung von Aminosaéuren an Kaninchen mit reichlichen Glykogen- 
depots méglich ist, eine Hyperglykiimie hervorzurufen, die in den 
meisten Fallen bedeutende Grade erreicht. Der groBe und entscheidende 
Unterschied bei den zwei Versuchsreihen liegt in der GréBe der Amino- 
sauredosis, mit der dieses Resultat erzielt ist. Pollak hat hei seinen 
Versuchen eine Dosis ven 1 g pro Individuum angewandt, was bei der 
GréBe der Kaninchen, mit denen gearbeitet wurde, 0,4 bis 0,6 g pro 
Kilogramm bedeutet. Diese Dosis ist vom Gesichtspunkt der ,,Protein- 
zufuhr** recht maBig, da sie einer Zufuhr von etwa 35 g Protein an einen 
erwachsenen Menschen entsprechen wiirde. Eine andere Frage ist es, 
ob ein solcher Vergleich tiberhaupt zulissig ist, da man vor Augen 
behalten mu, daB es héchst problematisch ist, ob man nur annihernd 
den gleichen Effekt erreicht, wenn man in dem einen Falle eine gewisse 
Menge Aminosiure parenteral in leicht resorbierbarer Form einverleibt, 
und in den anderen dieselbe Menge oral in Form von Protein eingibt, 
so daB die Aminosiuren erst langsam, in detn Mae, wie der Abbau 
vorschreitet, zur Resorption kommen. Jedoch diirfte man sagen kénnen, 
daB die Pollakschen Dosen doch von einer solchen GréBe sind, dab 
sie nicht als auBerhalb dessen liegend angesehen werden kénnen, was 
méglicherweise physiologisches Interesse haben kann. Man kann denn 
auch in der Literatur Autoren antreffen, die in ihren theoretischen 
Betrachtungen sich auf die Pollakschen Resultate stiitzen. -So wird 
in einer Arbeit von Krzywanek (11) die Méglichkeit ventiliert, daB die 
hyperglykamieerregende Fiahigkeit der Aminoséuren die eigentliche 
Ursache fiir die Wirkung dieser Stoffe auf den Energieumsatz sein 
kénnte. 

Wenn indessen doch kaum gréBeres Gewicht auf die von Pollak 
gefundenen Resultate gelegt werden kann, so beruht das auf der recht 
geringen Zahl der Versuche. Ein Resultat, das nur in einem einzelnen 
Versuch gefunden ist, kann keine Beriicksichtigung fordern, wenn es 
nicht von anderen Untersuchern bestatigt werden konnte, die tiber ein 
wesentlich gréBeres Material verfiigen, und das gilt von Pollaks 
Resultaten, die weder von Nord noch von mir bestatigt werden konnten. 
Wenn Nord das Resultat seiner Versuche mit Glykokoll und Glutamin- 
sdure in den Ausspruch zusammenfaBt, daB es gelungen ware, Hyper- 
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glykamie mit Dosen von 1 g pro Kilogramm bei ersterem Stoff, und mit 
Dosen von 0,5 g pro Kilogramm bei letzterem hervorzurufen, so kiénnte 
es scheinen, als ob die Nordschen Resultate sich nicht sehr von denen 
Pollaks entfernen. Das ist jedoch nur anscheinend so, denn sieht man 
sich Nords Versuchstabellen naiher an, so zeigt sich, da8 unter den 
zahlreichen Versuchen, die mit Glykokoll ausgefiihrt wurden, sich nur 
zwei mit einer Dosis von nur | g pro Kilogramm finden. Das Resultat 
war in dem einen von diesen negativ, im anderen deutlich positiv. Mit 
einer Dosis von nur 0,5 g Glutaminsaure sind gleichfalls nur zwei Ver- 
suche ausgefiihrt, von denen der eine ein negatives Resultat, der andere 
eine sehr maBige Steigerung ergab. Mit 1 g Glutaminsaure schlieBlich 
sind auch nur zwei Versuche angestellt. Auch hier war das eine Resultat 
negativ und das andere héchst zweifelhaft. Mit 2g Glykokoll pro 
Kilogramm sind zehn Versuche angestellt, wo in vier Fallen, meiner 
Auffassung nach, eine deutliche Steigerung des Blutzuckers hervor- 
gerufen wurde. Betrachtet man die Nordschen Versuche also etwas 
kritischer, oder, wenn man will, schlieBt man etwas vorsichtiger, so 
muB man als Resultat bezeichnen, daB mit einer Dosis von 2 bis 3 g 
Aminosaure pro Kilogramm (die meisten Versuche mit Glykokoll sind 
mit 3g pro Kilogramm ausgefiihrt) eine Hyperglykamie bei Kaninchen 
hervorgerufen werden kann. 

Dosen von dieser GréBe wird man ohne Zweifel als kolossale zu 
bezeichnen berechtigt sein. Umgerechnet auf ,,Proteinzufuhr‘‘ an 
einen erwachsenen Menschen wiirden sie etwa 140 bis 210g Protein 
oder 700 bis 1050 g Fleisch entsprechen. Also die gleiche Proteinmenge 
wie der Tagesverbrauch bei einer besonders proteinreichen Kost. Wenn 
man bedenkt, daB diese Menge auf einmal parenteral in leicht resorbier- 
barer Form verabfolgt wird, wird die Berechtigung der angewandten 
Bezeichnung ,,kolossal*‘ sicher anerkannt werden. 


Auf Grund dieser Versuchsresultate bringt Nord nun eine Kritik 
der Arbeiten von Lusk und seinen Mitarbeitern (16) (22) iiber die 
Glykoneogenese. 

Nord schreibt: .,Mais il est impossible de considérer les expériences de 
Lusk comme démonstratives’’. Ferner: ,,D’aprés les expériences relatées 
dans le présent travail, les résultats expérimentaux de Lusk et de ses 
collaborateurs peuvent trés bien s’expliquer par Je fait, que les acides amines 
déterminent une hyperglycémie adrénalique et que celle-ci, a son tour, 
augmente |’élimination du sucre par lurine.“ 

Meiner Meinung nach bieten die von Nord erzielten Resultate 
keinen Anhaltspunkt fiir eine so scharf formulierte Kritik der be- 
deutungsvollen Arbeiten Lusks. Das scheint mir augenfallig zu sein, 
wenn man den groBen Unterschied in den Versuchsbedingungen von 
Lusks und Nords Versuchen betrachtet. Lusk arbeitet mit Hunden, die 
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vorher durch Phlorrhizin, Hunger und Muskelarbeit (Kalteeinwirkung) 
weitméglichst glykogenfrei gemacht waren. Nord arbeitet mit Kanin- 
chen, deren Glykogendepots kiinstlich in die Héhe getrieben waren. 
Lusk erzielt Wirkung auf die Zuckerausscheidung mit Dosen von 0.9 g 
pro Kilogramm; in einigen Versuchen wurden Dosen bis zu 1,6 g pro 
Kilogramm verwendet, aber die Wirkung tritt bei den kleinen Dosen 
ebenso sicher zutage. Nord muB, um nur einigermaBen mit Sicherheit 
Wirkung zu erzeugen, Dosen von 2 g pro Kilogramm anwenden. Lusk 
gibt Aminosauren auf natiirlichem Wege, d. h. oral ein; Nord verabfolgt 
Aminosauren parenteral. 

AuBer der hier erwaihnten Kritik der Luskschen und anderer 
Versuche iiber die Glykoneogenese stellt Nord auf Basis seiner Versuche 
folgende Hypothese auf: ; 

On est done bien en droit d’envisager l’accroissement de la production 
de la chaleur signalé par Lusk aprés administration des acides amines 
comme une action de l’adrénaline.*‘ 

Hierzu ist jedoch zu bemerken, daB die Adrenalindosen, die auf 
den Energieumsatz einen Effekt hervorzubringen imstande sind, von 
ziemlich der gleichen GréBenordnung wie die zu sein scheinen, die 
imstande sind, eine Hyperglykamie hervorzurufen. Mit anderen Worten, 
es sollte dieselbe Aminosauredosis, die zur Erregung einer Hyper- 
glykamie notwendig ist, auch zur Hervorrufung einer Steigerung des 
Energieumsatzes erforderlich sein. Nun geht aus Lusks Versuchen 
hervor, daB man mit einer Dosis von 1 g Glykokoll pro Kilogramm 
oral Hunden eingegeben, imstande ist, eine sogar sehr deutliche Wirkung 
auf den Energieumsatz hervorzurufen. Bei eigenen, noch nicht ver- 
6ffentlichten Versuchen hatte ich Gelegenheit zu konstatieren, daB man 
auch mit so moderaten Dosen wie 0,6 g pro Kilogramm, Hunden per os 
gegeben, besonders ausgesprochene Steigerungen im Energieumsatz 
erzielt, sowie da diese Wirkung mit untriiglicher Sicherheit erreicht 
wird. Die Einwendungen, die gegen die von Nord erhobene Kritik der 
Versuche iiber die Zuckerbildung durch Aminosauren gerichtet wurden, 
werden denn auch gegen die hier zitierte Hypothese erhoben werden 
kénnen. SchlieBlich ware bei der Aufstellung dieser Hypothese auch 
Grund gewesen, bei dem Umstand zu verweilen, daB Glutaminsaure 
nach Lusk keine Wirkung auf den Energieumsatz besitzt, wahrend 
dieser Stoff nach Nords Versuchen auf den Blutzucker sogar eine aus- 
gesprochenere Wirkung als Glykokoll zu haben scheint. Selbst wenn 
man sich also der Nordschen Auffassung der Aminosaurehyperglykamie 
als einer zentral bedingten Adrenalinhyperglykamie anschlieBt und 
es liegt kaum ein Grund vor, sich dagegen zu strauben —-, so bieten 
doch die Nordschen Versuche keine eigentliche Stiitze fiir die auf- 
gestellte Hypothese. 
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Die hier erhobene Kritik gegen die von Nord gezogenen Schliisse 


wird in allerhéchstem MaBe durch meine eigenen Versuche gerecht- 
fertigt. 

Was zuniichst die zur Hervorrufung der Hyperglykimie not- 
wendigen Aminosauredosen betrifft, so war ich in 17 Versuchen mit 
zuckerbehandelten Kaninchen nicht imstande, durch Verabfolgung von 
Dosen von 2 g Glykokoll pro Kilogramm Hyperglykimie hervorzurufen. 
Erst mit Dosen von 3 g gelang es. Ich darf daher aus meinen Versuchen 
den Schlu8 ziehen, daB man erst mit Dosen von mindestens 3 g Glyko- 
koll pro Kilogramm Hyperglykimie bei Kaninchen hervorzurufen 
imstande ist. 

Mit 2 g Glutaminsaure pro Kilogramm erreicht Nord ein positives 
Resultat in jedenfalls 10 von 14 Versuchen, aber auch Versuche mit 
3g pro Kilogramm kénnen negativ ausfallen. Meine Versuche mit 
Glutaminsaure sind nicht so zahlreich, daB ich iiber die notwendige 
GréBe der Dosis einen bestimmten SchluB ziehen kann. Es wurden 
zwei Versuche mit 2g pro Kilogramm angestellt, die beide negativ 
ausfielen, wohingegen ich mit einer Dosis von 3g pro Kilogramm in 
drei von vier Versuchen imstande war, eine Hyperglykamie zu er- 
zeugen, die sogar in einem Falle sehr erhebliche Grade erreichte. 

In diesem einen Falle zeigte das Versuchstier, wie man sich er- 
innern wird, Symptome einer schweren Intoxikation. Dasselbe war 
bei den Kaninchen der Fall, die nach Glykokollverabfolgung mit Hyper- 
glykamie reagierten. Namentlich bei Kaninchen Nr. 22, bei dem eine 
erhebliche Hyperglykimie erzeugt wurde, war die‘ Intoxikation sehr 
ausgesprochen. 

Das scheint mir ein sehr wichtiger Punkt zu sein, dessen Bedeutung 
Nord nicht klar geworden zu sein scheint. Allerdings hat Nord auch in 
einzelnen seiner Versuche schwere, auch tédlich verlaufende Ver- 
giftungen beobachtet, er scheint aber kein sonderliches Gewicht auf 
sie zu legen. Ohne weiteren Kommentar schreibt Nord: ,,C’est seule- 
ment & partir des doses de 3 gr par kilogramme de poids du corps qu’on 
observe une action nocive sur ]’état général de l’animal.** Das kann 
vielleicht auch weniger wesentlich auf dem Hintergrund der unmittelbar 
vorangehenden Konklusion fiir die Glykokollversuche erscheinen: 
,.Par voie parentérale le glycocolle détermine une hyperglycémie mani- 
feste & partir d’une dose de 0,95 gr par kilogramme de poids du corps.‘ 
Aber von dem Gesichtspunkt aus, da8 Nord in den allermeisten seiner 
Versuche mit Dosen von 3g pro Kilogramm gearbeitet hat, ist dieses 
Verhalten jedoch durchaus nicht ganz bedeutungslos. 


Die Verhaltnisse scheinen in Wirklichkeit so zu liegen, daB sowohl 
Nord als auch ich nur mit ziemlich groBer Sicherheit eine Hyperglykamie 
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mit Aminoséuren erzeugen konnten, wenn diese in toxischen Dosen 
gegeben wurden. Da8 es sich so verhalt, geht mit aller wiinschens- 
werten Deutlichkeit aus meinen Versuchen hervor. 


Es hat sich hierbei gezeigt, daB bei allen Kaninchen — sowohl in 
den hier mitgeteilten als auch in den spater ausgefiihrten Versuchen —, 
bei denen die Zuckeranalysen eine Hyperglykimie nach Verabfolgung 
von Glykokoll aufdeckten, wahrend des Versuchs selbst mehr oder 
weniger deutliche Symptome einer allgemeinen Vergiftung beobachtet 
werden konnten. Diese Symptome bestehen in Tachypnoe, Muskel- 
schwache und Muskelzittern, sowie lichtstarren, stark dilatierten 
Pupillen. In der Regel ist gleichzeitig der Konjunktivalreflex auf Licht 
und Beriihrung aufgehoben. Die von Nord beschriebene starke GefaB- 
kontraktion, die die Blutprobeentnahme im héchsten Grade ersghweren 
kann, habe ich nur in ganz vereinzelten Fallen gesehen. Von den 
Symptemen sind namentlich die Pupillendilatation und die lichtstarren 
Pupillen regelmaBig aufgetreten, ja so regelmaBig, daB ich vor der 
Vornahme der Zuckeranalysen, gestiitzt auf dieses Symptom, mit 
untriiglicher Sicherheit vorauszusagen imstande war, welches meiner 
Tiere mit einer Hyperglykamie reagiert hatte. 

Die hier beschriebenen Symptome scheinen speziell fiir eine 
Glykokollvergiftung charakteristisch zu sein. Nach Verabfolgung von 
Glutaminsaure habe ich in keinem Falle die genannten Augensymptome 
beobachtet. Dagegen traten, wie erwihnt, bei Kaninchen Nr. 80, das 
mit einer betrachtlichen Hyperglykamie nach Verabfolgung von 3 g 
Glutaminséure pro Kilogramm reagierte, Symptome einer deutlich 
ausgesprochenen Allgemeinvergiftung auf. Ich habe allerdings in zwei 
Fallen nach Verabfolgung von 3 g Glutaminsaure pro Kilogramm eine 
maBige Hyperglykamie bei Kaninchen auftreten sehen, ohne dal 
diese Tiere andere Vergiftungssymptome aufwiesen, trage jedoch keine 
Bedenken — namentlich, da die genannte Dosis sowohl nach Nords 
als auch nach eigenen Erfahrungen sogar sehr schwere Vergiftungen 
hervorrufen kann (Nord hat nach solcher Dosis den Tod eintreten 
sehen) —, die Aminoséurehyperglykamie als ein toxisches Phanomen 
zu bezeichnen. DaB die allgemeine physiologische Bedeutung des 
Phanomens bei dieser Betrachtungsweise praktisch auf Null reduziert 
wird, braucht nicht weiter unterstrichen zu werden. 


Mit Verabfolgung per os habe ich acht Versuche angestellt, bei 
denen in einem einzelnen Falle 3 g Glykokoll pro Kilogramm, in den 
ibrigen 5g Glykokoll pro Kilogramm gegeben wurden. Alle diese 
Versuche fielen trotz der eminent groBen Dosis negativ aus. 


Hiermit fallt, meiner Meinung nach, jede Wahrscheinlichkeit 
dafiir fort, daB die von Pollak und Nord beschriebene Aminosaure- 
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hyperglykamie irgendwelche Rolle bei Versuchen spielen kann, wo es 
sich um Zufuhr maRiger Aminosiuremengen oder Proteinstoffe auf 
natiirlichem Wege — per os — handelt. 


Die Ursache fiir das auffallige Resultat, daB es durch intravenése 
Injektion selbst von 3 g Glykokoll pro Kilogramm schwer gelingt, eine 
Hyperglykamie zu erzeugen, sehe ich in dem Umstand, da8 die intra- 
venése Injektion einer stark hypertonischen Fliissigkeit eine starke 
Diurese hervorruft, durch die sich die Tiere offenbar eines betrichtlichen 
Teiles des injizierten Stoffes entledigen. Man erreicht deshalb nicht 
die zur Erregung der Hyperglykamie notwendige hohe Konzentration 
im Organismus. Die Erzielung dieser Konzentration verursacht also 
gerade die gréBte Schwierigkeit und scheint mit einiger Sicherheit nur 
bei subkutaner Injektion erzielt werden zu kénnen. 


Der von Nord und auch von Pollak geiuBerten Auffassung von der 
Aminosaurehyperglykimie als eirer zentral bedingten Adrenalin- 
hyperglykamie kann die Berechtigung kaum bestritten werden. Zuniichst 
hat Nord schone Versuche ausgefiihrt, die entschieden zugunsten dieser 
Auffassung sprechen, und zweitens ist das der Auslésungsmechanismus,. 
mit dem man allgemein auch bei anderen experimentellen toxischen 
Hyperglykamien rechnet. So gilt das nach Stewart und Rogoff (21) 
fiir die Morphinhyperglykamie, nach Senga (20) fiir die Hyperglykamie 
nach Coffeinderivaten, nach Hughes (7) fiir die Hyperglykaimie nach 
groBen Chinindosen und nach Tkachenko (23) fiir die Hyperglykimie. 
die durch toxische Dosen von Kupfer- und Zinksalzen hervorgerufen 
werden kann. An diese Reihe schlieBt sich schlieBlich die Ammoniak- 
hyperglykamie an, auf die ich in einer folgenden Arbeit naher ein- 
gehen will. 


Die Resultate, die in meinen Versuchen mit Kaninchen erzielt 
sind, machten es wenig wahrscheinlich, da8 man durch orale Verab- 
folgung von Aminosauren in maBigen Dosen an Hunde, oder orale 
Eingabe von Proteinstoffen (Fleisch) in erheblichen Mengen an Hunde 
oder Menschen eine Wirkung ahnlicher Art wie die hier als Aminosiure- 
hyperglykamie bezeichnete sollte erreichen kénnen. Das Resultat 
meiner Versuche an Hunden und Menschen war denn auch rein negativ 
indem es in keinem Falle gelang, Blutzuckersteigerungen zu beobachten 
trotzdem die in den Hunde- und Menschenversuchen angewandte 
Fleischmenge als sehr betrachtlich bezeichnet werden muB, und die in 
den Hundeversuchen angewandten Aminosdiuremengen, wenn sie auch 
als maBige bezeichnet werden miissen, doch von einer solchen Grobe 
sind, daB sie einen deutlich biologischen, in einer Wirkung auf den 
Energieumsatz bestehenden Effekt besitzen. Daf letzteres der Fall! 
ist, das habe ich durch zahlreiche noch nicht veréffentlichte Versuche 








Eiweil 


in Erf 
angest 

I 
gefiih 
die sic 
Beoba 
von |] 
Beach 

\ 
wie b 
ein R 
werde 
Ursac 
bestat 
darin 
Meth« 
verse] 
identi 
kleine 

Z 
das |] 
zwei 
mit « 
Folin 
man ° 
reduk 
Resu! 
aufna 
besti 


bei k 
von 

folgu 
Hyp 


Into: 


(dart 
sich 
nicht 


Bi 








oO es 


auf 


nose 
eine 
itra- 
arke 
chen 
Licht 
tion 
also 

nur 


der 
vlin- 
chst 
eser 
nus, 
‘hen 
(21) 
mie 
ach 
mie, 
afen 


zielt 
rab- 
rale 
nde 
ure- 
Itat 
tiv 

ten 

idte 
e in 
uch 
OBe 
den 
Fal! 
iche 








EiweiBstoffe u. deren Abbauprodukte u. Zuckergehalt des Blutes. 145 


in Erfahrung gebracht, die zum Teil mit den gleichen Versuchshunden 
angestellt sind, die in dieser Versuchsreihe verwendet sind. 

In dem negativen Resultat der an Menschen und Hunden aus- 
gefiihrten Versuche stimme ich mit den meisten Untersuchern iiberein, 
die sich mit dieser Frage beschaftigt haben. Von den Arbeiten, in denen 
Beobachtungen von Blutzuckersteigerung im Anschlu8 an orale Eingabe 
von Proteinstoffen angegeben werden, verdient nur die von Petrén 
Beachtung. 

Wenn auch der von Petrén erhobene Befund, solange er so isoliert 
wie bis jetzt bleibt, nicht absolut titberzeugend wirken kann, so kann 
ein Resultat wie das erreichte doch nicht ganz auf er acht gelassen 
werden, und man kann sich daher wohl veranlaBt sehen, nach einer 
Ursache dafiir zu suchen, daB ich nicht imstande gewesen war, es zu 
bestatigen. Ganz ausgeschlossen ist es nicht, daB der Unterschied 
darin begriindet sein kénnte, daB in den zwei Versuchsreihen verschiedene 
Methoden angewendet worden sind. Es diirfte ja bekannt sein, daB 
verschiedene Methoden zur Bestimmung des Blutzuckers nicht ganz 
identische Resultate geben, wie auch die gleiche Methode bei recht 
kleinen Modifikationen verschiedene Werte geben kann. 

Zur Beleuchtung der Bedeutung der angewandten Methoden fiir 
das Resultat wurden, wie aus den Versuchstabellen zu ersehen ist, 
zwei Versuche an Menschen angestellt, wo der Reduktionswert teils 
mit der gewéhnlichen Zinkhydroxydfallung, teils mit Fallung nach 
Folin und Wu bestimmt wurde. Bei dieser letzteren Methode bekommt 
man weit héhere Reduktionswerte, da ein weit gréBerer Teil der ,,Rest- 
reduktion“ mitbestimmt wird. Beide Versuche haben jedoch als 
Resultat ergeben, daB der Reduktionswert im Blute nach Fleisch- 
aufnahme sich sowohl nach der einen wie nach der anderen Methode 
bestimmt ganz konstant verhalt. 


Zusammenfassung. 


Die von Pollak und Nord beschriebene Aminosaiurehyperglykamie 
bei Kaninchen ]a8t sich erst durch subkutane Verabfolgung von Dosen 
von 3g Aminosdure pro Kilogramm hervorrufen. Bei oraler Verab- 
folgung von bis zu 5g Aminosdure pro Kilogramm 1laBt sich keine 
Hyperglykamie erregen. 

Die Aminosdurehyperglykamie ist als Glied einer allgemeinen 
Intoxikation aufzufassen. 

Es kann als ausgeschlossen angesehen werden, daB die toxische 
(darunter die hyperglykamiebewirkende) Wirkung der Aminosauren 
sich bei oraler Verabfolgung von Proteinstoffen oder Aminosaéuren in 
nicht iibertriebenen Dosen geltend machen kann. 
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Die von Nord erhobene Kritik an den Luskschen Arbeiten iiber 
die Glykoneogenese mu8 daher zuriickgewiesen werden. 

Bei Hunden bewirkt orale Verabfolgung maBiger Aminosaure 
mengen oder groBer Fleischmengen keine Variation im Blutzucker 
niveau. 

Bei gesunden Menschen bewirkt Zufuhr groBer Fleischmengen 
keine Anderung im Reduktionswert des Blutes. 
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Uber die Ursache der Aminosiurehyperglykimie. 


Von 
Einar Lundsgaard, 


(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat 
zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


In einer friiheren Arbeit habe ich die zuerst von Pollak (6) gefundene 
und spater von Nord (4) naher untersuchte Aminosiurehyperglykamie 
zum Gegenstand einer Nachpriifung fiir die Bewertung der physiologi- 
schen Bedeutung des Phinomens gemacht. Als Resultat dieser Arbeit 
ergab sich, daB erst bei subkutaner Verabfolgung von so groBen Amino- 
siuredosen wie 3 g pro Kilogramm eine Hyperglykamie bei Kaninchen 
hervorzurufen gelingt. Bei intravenéser Injektion schien die Hyper- 
glykimie schwieriger zu erregen zu sein, selbst durch Dosen von gleicher 
3r6Be wie die, die bei subkutaner Verabfolgung mit ziemlich groBer 
Sicherheit hyperglykamieerregend wirken. 

Dieses in Verbindung mit dem im Verhaltnis zur Verabfolgung 
spaten Zeitpunkt des Eintretens der Hyperglykamie und namentlich 
ihres Maximums brachte mich auf den Gedanken, daB es méglicher- 
weise nicht die Aminosaduren als solche sind, die hyperglykamieerregend 
wirken, sondern ein Spaltungsprodukt von ihnen. Man muf-namlich 
annehmen, da die Aminoséurekonzentration im Organismus, jedenfalls 
im direkten AnschluB an die Injektion, bei intravenéser Administration 
weit héher als bei subkutaner liegt. 

In meiner friineren Arbeit habe ich hervorgehoben, da die Amino- 
siurehyperglykimie, meiner Meinung nach, als Glied einer allgemeinen 
Intoxikation aufgefaBt werden muB. Die teilweise Ahnlichkeit der 
iibrigen Intoxikationssymptome mit einer Ammoniakvergiftung 
(Tachypnoe und Krampfe) machte es, da8 ich mir die Untersuchung 
zur Aufgabe stellte, ob die Intoxikation mit sehr groBen Aminosaure- 
dosen méglicherweise auf einer Steigerung der Ammoniakkonzentration 
im Organismus beruhen kénnte. 

Daf die Ammoniakvergiftung von starker Hyperglykimie be- 
gleitet ist, wurde von verschiedenen japanischen Untersuchern, so 
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von Naito (3), Morita (2) und Satake (7) gezeigt. In Arbeiten dieser 


Autoren wurde nachgewieser., da’ Ammoniumchlorid sowie Magnesium. 
sulfat Hyperglykaimie bei Katzen hervorruft. Naito wendet in diesem 
Zusammenhang die Bezeichnung ,,Salzhyperglykamie an. Fiir das 
Ammoniumchlorid wiirde ich die Bezeichnung ..Ammoniumhyper 
glykamie* vorziehen, da die Wirkung an das Ammoniumion gebunden 
ist, was daraus hervorgeht, daB ich die gleiche Wirkung mit Ammonium 
lactat habe hervorrufen kénnen und sie iiberdies bei Kaninchen nach 
oraler Verabfolgung von Harnstoff gesehen habe, der bekanntlich eine 
Ammoniakvergiftung infolge bakterieller Spaltung des Harnstoffs im 
Darmkanal hervorruft. Wenn ich bei meinen Untersuchungen mit 
Ammoniumlactat gearbeitet habe, so beruht das darauf, daB ich die 
azidotische Wirkung des Ammoniumchlorids vermeiden wollte. 

Meine ersten Versuche, die nur in einer Konstatierung dessen 
bestehen, da Ammoniumlactat bei subkutaner Verabfolgung an 
Kaninchen eine ausgesprochene Hyperglykaimie hervorruft, sollen aus 
Platzmangel nicht mitgeteilt werden. Sie waren fiir mich notwendig, 
da mir zur Zeit des Versuchsbeginns die genannten japanischen Unter- 
suchungen unbekannt waren. 


Nachdem ich mich iiberzeugt hatte, daB selbst leichte Ammoniak- 
vergiftungen von Hyperglykamie begleitet sind, ging ich dazu iiber, 
Zucker- und Ammoniakgehalt des Blutes nach hyperglykamie- 
bewirkenden Aminosaéuredosen zu bestimmen. Darauf wurde eine 
Reihe von Versuchen mit fraktionierter Verabfolgung von maBigen 
Dosen Ammoniumlactat ausgefiihrt, um eine ungefaihre Beurteilung der 
Grenze zu erhalten, bis zu der der Ammoniakgehalt des Blutes an- 
steigen darf, bevor Hyperglykaimie bewirkt wird. Da diese Grenze 
héher als die Werte zu liegen scheint, die nach Aminosdiureverabfolgung 
erreicht werden, ging ich zur gleichzeitigen Bestimmung des Amino- 
siuregehalts des Blutes iiber, um zu entscheiden, ob ein Parallelismus 
zwischen der Aminosdurekonzentration und der Hyperglykamie besteht. 


Methodik. 


Versuchstiere, Probenentnahme sowie Zuckerbestimmungen wie in 
meiner friiheren Arbeit iiber die Aminoséiurehyperglykamie. 

Die Aminosdurebestimmungen wurden nach O. Folin (1) vorgenommen. 

Bei den Kaninchenversuchen war es notwendig, in einem Punkte 
von den gewoéhnlichen Angaben abzuweichen, da die Methode fiir so ex- 
zessive Aminoséuremengen wie die nicht berechnet zu sein scheint, um 
deren Bestimmung es sich hier handelte. Nach meiner Erfahrung ist die 
gréBte Aminoséurekonzentration, die sich bestimmen lat, wenn die Vor- 
schriften der Methode innegehalten werden, etwa 25 mg-%. Es war dahet 
bei allen meinen Kaninchenversuchen notwendig, das proteinfreie Blut- 
filtrat zu verdiinnen. In den meisten Fallen wurde das Filtrat im Ver- 


haltnis 1:5 oder 2: 5 verdiinnt. 
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Die Ammoniakbestimmungen wurden nach Parnas (5) vorgenommen. 
Nach den Originalvorschriften besteht die einzelne Ammoniakbestimmung 
aus vier Gliedern. 1. Einem Blindversuch an der verwendeten Boratlésung 
und Paraffinél. 2. Der eigentlichen Bestimmung. 3. Erneuter Abdestillation 
der Probe, um sich zu vergewissern, da8B das Ammoniak vd6llig heraus- 
getrieben ist. 4. Dem Zusatz einer bekannten Ammoniakmenge und er- 
neuter Destillation als weiterer Kontrolle. 

Da es einige Schwierigkeiten machte, mit dieser ganzen Prozedur in 
der zwischen zwei Probenentnahmen disponiblen Zeit fertig zu werden, wenn 
auch der Apparat auseinandergenommen, gereinigt, wieder zusammen- 
gestellt und schlieBlich mit Wasserdampf ,,durchliiftet‘‘ werden sollte, 
was ich nach jedesmaliger Auseinandernahme des Apparats fiir notwendig 
hielt, um die Blindwerte herunterzubringen, beschrankte ich mich darauf, 
die zwei ersten Glieder der Prozedur vorzunehmen. Da ich bei der Durch- 
priifung der Methode lege artis jedesmal zufriedenstellende Resultate 
erhalten hatte, und da die Variationen im Ammoniakgehalt, die .fiir mich 
von Interesse waren, als sehr betrachtlich bezeichnet werden miissen, 
so daB kleine zufallige Versuchsfehler nicht imstande waren, das Resultat 
zu verriicken, darf diese Art des Vorgehens als zuverliassig bezeichnet werden 
kénnen. Die Kolorimetrie wurde durch einen einfachen Vergleich der Probe 
und der Standardlésungen in hohen schmalen Reagenzglasern ausgefiihrt. 
Man erreicht sehr bald eine solche Ubung in der Beurteilung der ungefahren 
Konzentration der Probe aus der Farbung nach Zusatz des Nesslerschen 
Reagens, dafS man sofort Standardlésungen in dem richtigen Intervall 
herstellen kann. 

Es hat manchmal] Schwierigkeiten gemacht, Blindwerte bei Null zu 
erreichen. Das bedingt einige Unsicherheit namentlich bei der Bestimmung 
ganz niedriger Werte. Die gefundenen Normalwerte miissen daher mit 
einem gewissen Vorbehalt gegeben werden. Der Fehler kann sich jedoch 
sicher auf héchstens 0,02 mg-°, belaufen und mu meiner Meinung nach 
im wesentlichen in positiver Richtung gehen. Wenn die Normaiwerte mit 
Vorbehalt gegeben werden, hat das auch darin seinen Grund, dab die 
Bestimmungen nur an einem Kubikzentimeter Blut vorgencmmen sind, 
um wahrend des Versuchs nicht zu groBe Blutmengen zu entnehmen. Im 
Vergleich mit den von Parnas angegebenen Normalzahlen fiir Kaninchen 
sind meine Zahlen durchweg etwas niedrig. 


Blutammoniak- und Blutzuckerbestimmungen nach subkutaner Verabfolgung 
von Glykokoll. 











Versuchstier Nr. Ag | F 48 49 50 
Datem «ccc. 20. VI 21. VI 22. VI. 
Gewicht in kg .. 2,3 2,2 2,0 
Dosis Glykokoll 
geprokg ...-. 3 3 3 
~~ ‘Blat- Blut- Blut- | Blt or ae Blut- 
zucker ammoniak zucker ammoniak zucker ammoniak 
%o mg-°/o %o mg-°/o Of mg-°/9 
Vorher: 30 Min. 0,108 0,03 0,120 0,03 0,109 0,02 
Nachher: 1 Std. 0,104 0,089 —- 0,094 -- 
_ 0,105 0,32 0,092 0,08 0,096 0,03 
ee 0,130 0,42 0,144 0,10 0,110 0,03 
0,152 0,52 0,189 0,13 0,141 0,05 


es 0,168 0,45 0,183 0,13 0,177 0,06 
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Versuchstier Nr. . 48 53 63 

DetMMh « wo see e 28. VI. | 29. VI. 6. VIII. 

Gewicht in kg . . 2,3 1,9 2.0 

Dosis Glykokoll 

@proke .... 3 3 3 
intial ne ne an A iT ei a: iil. Blut- 
zucker ammoniak zucker ammoniak zucker ammoniak 
OF» mg-°/9 5 mg-°9/5 0/5 mg-?/9 

Vorher: 30 Min. — — 0,125 0.05 0,105 0.02 

Nachher: 1 Std. _- ~- —- _ _ 
a 0,096 0,34 0,106 0,53 0,096 0,15 
2S — - 0,112 0,50 0,098 — 
| 0,105 0,36 0,156 0,43 0,109 0,15 
“a os ~ 0,153 0,38 0,119 — 


Man sieht aus diesen Versuchen, da eine Verabfolgung von 3 g 
Glykokoll pro Kilogramm eine Steigerung im Gehalt des Blutes an 
Ammoniak hervorruft. Diese Steigerung kann jedoch von sehr ver- 
schiedener GréBenordnung sein. Das Maximum variiert zwischen 
0,06 und 0,53 mg-°;. Es scheint kein Parallelismus zwischen der 
Steigerung im Ammoniakgehalt des Blutes und der erzeugten Hyper- 
glykamie zu bestehen. Die héchsten Blutzuckerwerte wurden bei 
Kaninchen Nr. 49 und 50 erzielt, wo die Steigerung im Blutammoniak 
am geringsten war. Bei Kaninchen Nr. 48 kam es sowohl am 20. Juni 
als auch am 28. Juni zu einer bedeutenden Steigerung im Ammoniak- 
gehalt des Blutes, aber nur am 20. Juni reagierte das Tier mit Hyper- 
glykamie. 


Blutammoniak- und Blutzuckerbestimmungen nach subkutaner Verab- 
folgung von Ammoniumlactat. 














Ejinzeldosis. 
Verenchetior Mr. . .. 20 2 46 47 
DP ine es eww 6 ee 6 18. VI. 19. VI. 
Gowit in Be ..n sc ete 3,2 1,8 
Dosis Ammoniumlactat, g prokg |: 0,7 0,8 
és cit eae Zs Blut- aes Blut- Blut- BS fee Blut-— 
zucker ammoniak zucker ammoniak 
Oo mg-°/9 %y mg-°/o 
Vorher: 30 Min. 0,103 0,03 0,096 0,04 
Nachher: 30 , 0,116 — 0,153 — 
os 0,225 1,70 i 0,177 0,75 
9 , 0,277 — | .@m — 
2 Std. 0,322 1,40 0,117 0,35 
3 — — 0,110 0,24 
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Fraktionierte Eingabe. 


Versuchstier Nr. 50. Datum: 26. Juni. Gewicht: 2,0 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 


0.5 1 1,5 2 2.5 3 35 4 4,5 
Ammoniumlactat 
gprokg .. 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
Blutzucker. . . | 0,120 0,127 0,121 0,123 0,129 
Ammoniak. . . 0,02 0,08 0,09 0,07 0.11 


Versuchstier Nr. 55. Datum: 28. Juli. Gewicht: 2,2 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 


0,5 1 1,5 2 25 3 35 4 
Ammoniumlactat 
g prokg . . 0,2 0,05 0,05 | 0,05, 0,05 | 0,05 0,05 
Blutzucker. . . 0,114 0,089 0,073 0,076 0,070 0,064 
Ammoniak. . . | 0,04 0,35 0,22 0,26 0,20 


Versuchstier Nr. 56. Datum: 30. Juli. Gewicht: 2,2 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 


OO} 1 15 2 2,5, 
Ammoniumlactat 
gprokg .. 0,4 0,2 0,1 0,1 
Blutzucker. . . 0,100 0,094 0,129 0,099 
Ammoniak. . . 0,04 0.80 0,52 0,18 


Versuchstier Nr. 57. Datum: 1. August. Gewicht: 1,9 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 





0.5 1 | 15 2 2.5 3 3,5 4 
Ammoniumlactat 
gprokg.. 04 01,01 O14 O, 
Blutzucker. . . 0,099) 0,095 0,139 0,224 0,116 0,096 }! 
Ammoniak. . . 0,03 0,82 0,80 0,45 


Versuchstier Nr. 58. Datum: 1. August. Gewicht: 2,6 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 


0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 


Ammoniumlactat 

gprokg .. 02 0.05 0,05 0,05 0.05 0,05 0,05 
Blutzucker. . . | 0,106 0,096 0,105 0,100 0,099 0,094 
Ammoniak. . . | 0,02 0.45 0,40 0,32 
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Versuchstier Nr. 59. Datum: 2. August. Gewicht: 2,0 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 


OD 1 15 2 25 3 3.5 4 


Ammoniumlactat 

gprokg .. 0,2 O41 0,05 |0,05 0,05 0,05 0,05 
Blutzucker. . . 0,107) 0,102 0,102 0,102 0,180 0,167 
Ammoniak. . . | 0,04 0,64 0,50 0,65 0,50 


Versuchstier Nr. 60. Datum: 2. August. Gewicht: 2.0 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 





0,5 1/15] 2 |o5!] 8 las] 4 
Ammoniumlactat 
gprokg .. 0,2 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
Blutzucker. . . 0,103 0,100 0,149 0,115 0,116 0,110 
Ammoniak. . . 0,038 0,65 0,45 0,45 0,32 


Versuchstier Nr. 61. Datum: 3. August. Gewicht: 2,0 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 





05 1 15 2 2.5 3 35 4 
Ammoniumlactat 
gprokg .. 01° 01 01 0,05 01 (0,05 0,05 0,05 
Blutzucker. . . 0,097 0,097 0,099 0,090 0,097 0,099 
Ammoniak. . . 0,04 0,25 0,30 0,42 0,15 


Versuchstier Nr. 62. Datum: 3. August. Gewicht: 1,9 kg. 





Zeit nach fraktionierter Eingabe in Stunden 





0,5 1 135] 2 1251 83 | 851 4 
Ammoniumlactat | 
gprokg.. O1 O14 Of 0,1 /0,2 | 0,1 }0,1 
Blutzucker. . . | 0,096 0,095 0,107 0,104 0,125 0,113 
Ammoniak. . . | 0,03 0,20 0,22 0.57 0,36 


Im ersten der in dieser Gruppe angefiihrten Versuche (Kaninchen 
Nr. 46) wurde eine sehr schwere Vergiftung mit Krampfen erzeugt, 
obwohl die verabfolgte Ammoniumlactatdosis als sehr maBig bezeichnet 
werden mu8. Im zweiten Versuch, wo eine einzige gréBere Dosis gegeben 
war, kam es zu keinen deutlichen Vergiftungssymptomen, nur war 
die Respiration etwas beschleunigt. 

In keinem der Versuche mit fraktionierter Verabfolgung von 
Ammoniumlactat wurden sichere Vergiftungssymptome beobachtet. 
Nur bei einzelnen Tieren war die Ventilation etwas vermehrt. 

Man ersieht aus diesen Versuchen, daB es bei einer vorsichtigen 
fraktionierten Verabfolgung von Ammoniumlactat méglich ist, eine 
maBige und anhaltende Erhéhung des Ammoniakgehalts des Blutes 
zu erreichen, ohne daB Vergiftungssymptome ausgelést werden. Nur 
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wenn der Ammoniakgehalt bis auf Werte von ungefahr 0,65 bis 0,80mg-° , 
ansteigt, tritt Hyperglykamie auf. Man kann jedoch auch einen 
Ammoniakgehalt von dieser GréBe im Blute beobachten, ohne da 
gleichzeitig Hyperglykamie besteht. 

Aus den Versuchen ist zu ersehen, daB ein sehr bedeutender Unter- 
schied in der Reaktion der verschiedenen Tiere besteht. Teils ist die 
Hohe, auf die der Ammoniakgehalt des Blutes nach einer gewissen 
Ammoniumilactatdosis ansteigt, sehr verschieden, was man_ besonders 
deutlich beim Vergleich von Kaninchen Nr. 46 und 47 sieht, und teils 
ist der Vergiftungsgrad bei einem gewissen Ammoniakgehalt des Blutes 
sehr verschieden. Wahrend Kaninchen Nr. 56 keine sicheren Symptome 
einer allgemeinen Vergiftung aufwies, wurde bei Kaninchen Nr. 51 
(in den Versuchsschemata nicht aufgenommen) eine sehr schwere 
Vergiftung mit Krampfen ausgelést, trotzdem nur 0,4 g Ammonium- 
lactat pro Kilogramm gegeben waren und der Ammoniakgehalt im Blute 
1 Stunde nach der Eingabe nur 0,80 mg-°,, und 2 Stunden nach der 
Eingabe nur 0,16 mg-°,, war. 


Ammoniak-, Aminosiure- sowie Zuckerbestimmungen nach subkutaner 
Verabfolgung von Glykokoll. 











Versuchstier Nr.. . 65 67 
Data. 2 oe eo 7. Vill. 8. VIII. 
Gewicht in kg... 1,8 1,9 
Dosis Glykokoll 
gprokg .... 3 3 
.s bi Blut- Blut- Blut- ig Blut- ic Blut- el Blut- as 
zucker ammoniak amino-N zucker ammoniak amino-N 
%o mg-°'» mg-°/ 0'5 mg-°/> mg-°/ 
Vorher: 30 Min. 0,114 0,02 -~ 0,121 — 9,7 
5 , ‘| 0,106 —* | 99 0,147 0,02 _— 
Nachher: 2 Std. 0,097 _ 55,1 0,096 0,24 
. -; 0,090 0,15 — 0,103 — 52,0 
’ 0,090 -- 54,0 0,107 0,18 ~_ 
Pe 0,096 0,30 _- 0,104 — 41,5 
Versuchstier Nr.. . 69 70 
DOOM. ce cee 9. VILL. 10. VIL. 
Gewicht in kg... 1.9 1,8 
Dosis Glykokoll 
@ pro BS . «ss 3 3 
«ft But- | Blut | Biut- || Blut- Blut- Blut- 
zucker ammoniak amino-N zucker ammoniak amino-N 
Fo mg-°/> mg-°/» 0/5 mg-°!> mg-°/o 
Vorher: 30 Min. 0,102 ~ 68 0,093 0,04 — 
So 4 0,097 0,02 i 0,091 ose 6,9 
Nachher: 2 Std. 0,103 — 55, 0,075 — 56,5 
3 0,114 0,06 — 0,077 0,12 - 
4 0,142 _ 43,7 0,082 — 53.5 
es 0,133 0,05 < 0,088 0,18 - 
tie — — — 0,086 -— 43.0 
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Versuchstier Nr Versu 
Datum Datun 
Gewicht in kg 2. Gewic 
Dosis Glykokoll, g pro kg ‘ : Dosis 
‘ hasiidecitibninniiapaditiandn aks , ~ g pl 
Blut- Blut- Bint- 
amino-N ammoniak amino-N 


%9 mg-|, OF mg-°/ mg-9/,, 


Vorher: 30 Min. 0,123 7,8 0,110 0.03 = 
es 0,125 — 0,106 8.6 Vorh 
Nachher: 2 Std. 0,111 53,0 0,100 — 
Sy 0,114 79,1 0,207 0.10 . Nach 
ae 0,124 67,5 0,241 — 
me <b 0,129 53,0 0,216 
os 0,123 - — ~ 


a ’ 
* 2,5 Stunden spiiter werden 1,5 g Glykokoll pro Kilogramm intravenis gegeben. — 


Blutzucker Blutzucker 





Versu 
Versuchstier Nr. 74 75 Datun 
Datum 15. VU 16. VU. Gewi 
Gewicht in kg 3.3 2.7 Dosis 
Dosis Glykokoll, g pro kg . . 3 3 


Blutzucker Blutamino-N Blutzacker Blutamino-N 
%o mg-"/o "lo mg-"/o 


Nachher: 2 Std. 0,123 0,107 ) 
Dy 0,162 5, 0,118 7 

‘ 0,185 0,156 - 

. 0,213 / 0,192 60,7 


Vorher: 30 Min. 0,110 0,103 7 
( 


; 
’ 


€ 


Man sieht, daB es nur in vier dieser acht Versuche gelang, Hyper- 
glykamie zu erzeugen, nimlich bei Kaninchen Nr. 69, 73, 74 und 75. die - 
Bei Kaninchen Nr. 69 war die Hyperglykamie sogar nur sehr maBig. maB 
Bei allen diesen vier Kaninchen beobachtete man die fiir die Glykokoll- eine! 
vergiftung charakteristischen Pupillensymptome (Dilatation und Licht- sich 
starre). Bei keinem von ihnen entstanden nach der Injektion nennens- Resi 
werte Odeme. gete 
Ammoniak-, Aminosiéiure- sowie Zuckerbestimmungen nach oraler Ver- 


abfolgung von Glykokoll. Ami 





Versuchstier. ... ot a 
7. VII. Versu 
Gewicht in kg .. 2,0 Datur 
Dosis Glykokoll Gewi 


gprookg .... 5 : Dosis 


- — - $$ $$. - gp 
Blut- Blut- Blut- Blut- Blut- oe 
zucker ammoniak | amino-N zucker ammoniak amino-N 


%Jo } mg-°% mg-°/ %"o mg-°/o mg-9/ 


Vorher: 30 Min. | 0,124 | 0,02 - 0,117 0,03 
- 0,114 | os 9,2 0,109 o= 
Nachher: 2 Std. 0,096 0,30 -— 0,087 — 
2 0,099 | _ 47,5 0,096 0,35 
‘3 0,101 0,50 one 0,095 “ie 
Rg 0,113 | — 39,7 0,099 0,52 
(9 , ) i (0,121) -- (30,5) — — 
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Versuchstier Nr. . 68 72 
Datum .....- 9. VIII. 14. VIII 
Gewicht in kg .. 2,0 2,0 
Dosis Glykokoll. 
gprokge ...-. 5 5 
~ Blut- a ~ Blat-— . 2 Blut- Blut- te 1 Blut- Blut- 
zucker ammoniak amino-N zucker ammoniak amino-N 
Of5 mg-°/9 mg-°/9 6 mg-°/> mg-°/9 
Vorher: 30 Min. | 0,142 0,03 — 0,105 — 8,1 
. a 0,135 _ 8,8 ~ - 
Nachher: 2 Std. 0,092 0,12 — 0,093 0,15 
oS 0,090 _ 48,0 0,090 57,2 
, 2 0,090 0.28 — 0,094 0.13 - 
5, 0,103 wi 39,1 0,090 ~ 50,0 
Vereuchstior Nr. .. 2.2. 69 78 
ee ce a ee 15. VIL. y * 
Gee SPO 6 ose weces 1,9 3,0 
Dosis Glykokoll, g pro kg . . 5 5 
rk Ooh ieee ~ Blut- Blut- | _-Blut- Blut- 
zucker amino-N zucker amino-N 
Oy mg-°/o Oo mg-°/» 
Vorher: 30 Min. 0106 | 9,1 0,123 11,0 
Nachher: 2 Std. 0,108 32,9 0,133 51,5 
i, a 0,108 34,4 0,132 55,7 
e.. 0,107 — 0,142 51,5 
5 0,107 | 322 0,160 47,5 


Man sieht, daB nur in einem der hier angefiihrten sechs Versuche 
die Erzeugung einer Hyperglykamie gelang; auch diese war sogar recht 
maiBig. Das betreffende Kaninchen zeigte die gewéhnlichen Symptome 
einer Allgemeinvergiftung, wihrend die tibrigen Tiere dieser Gruppe 
sich véllig normal verhielten. Alles in allem mu man sagen, da} das 
Resultat dieser Versuche in Ubereinstimmung mit den friiher mit- 
geteilten steht. 


Aminoséure- sowie Blutzuckerbestimmungen nach Verabfolgung von 
Glutaminséure (subkutan). 





Versuchstier Nr... . 76 | 77 69 


Det. 2 se wee e 22. IX. 24. IX. 26. IX. 
Gewicht in kg... . 2.3 24 2,3 
Dosis Glutaminsiure 
@prokg ....-. 3 3 3 
ras] yea | Biut- | Blut- a Blut- Blut- | Blut- Blut- 
zucker amino-N zucker amino-N zucker amino-N 
%o mg-°/9 0 0 mg-° 0 0 0 mg-° 0 
Vorher: 30 Min. 0,104 | 6,9 0,160 ? 8,8 | 0,120 7,3 
Nachher: 2 Std. 0,133 35,8 0,123 25.7 0,129 26,9 


0,142 31,2 0,135 27,5 0,142 29,8 
0,142 35,0 0,138 28,6 || 0,127 26,9 
0,154 27,6 0,151 28,8 0,126 25,8 

— _ _ _— 1,129 24,8 


s33 3 


Sore 
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Versuchstier Nr... . 
Datum 
Gewicht in kg... . 
Dosis Glutaminsiure 
g pro kg 
Blut- Blut-  ——Blut- Blut- | Blut-|__—Blut- 
zucker amino-N zucker amino-N zucker amino-N 
%Fo mg-°/g %o mg-°/9 %Fo mg-° 
Vorher: 30 Min. 0,104 8.3 0,112 9.9 0,114 9,3 
i _ —_ —_ 0,108 -—— 0,105 - 
Nachher: 2 Std. 0,107 23,1 0,123 24,2 0,165 30,0 
-. ce 0,109 23,7 0,123 25.0 0,219 
a 0,115 24,0 0,115 23.8 0,237 
ie 0,112 21.6 0,122 19,4 0,187 


(orale Darreichung) 





Versuchstier Nr. 81 
Datum 8. XI. 
Gewicht in kg 2,0 
Dosis Glutaminsiure, g pro kg 3 


Blutzucker Blutamino-N 
%o mg-°/o 


Vorher: 30 Min. 0,103 8,4 
0,098 — 
Nachher: 2 Std. 0,097 13,7 


a 0,103 ‘al 
i“ 0,101 12,1 
” 0,099 _ 


In drei von diesen Versuchen ist eine unzweifelhafte Hyperglykamie 
erzeugt. Nur bei Kaninchen Nr. 80 hat diese jedoch einen betricht- 
lichen Grad erreicht. Dieses Tier zeigte ausgesprochene allgemeine 
Intoxikationssymptome. 


Diskussion. 


Wie aus den Versuchstabellen hervorgeht, hat sich zwischen dem 
Blutammoniak und dem Blutzucker kein Parallelismus nachweisen 
lassen. Das ergibt sich z. B. daraus, daB sich bei Kaninchen Nr. 49 
und 50 eine deutliche Hyperglykamie fand, ohne da8 die Blutammoniak- 
werte nennenswert gestiegen waren. Gleichzeitig geht das daraus 
hervor, daB der Durchschnittswert fiir den Ammoniakgehalt des Blutes 
nach oraler Eingabe von Aminosaure (0,29 mg-°,) héher als der Durch- 
schnittswert nach subkutaner Verabfolgung (0,20 mg-°,) liegt, trotzdem 
man in keinem Falle nach oraler Darreichung Hyperglykimie sah, 
was dagegen in einer recht groBen Zahl von Fillen bei subkutaner 
Verabfolgung der Fall war. 

Um mich dagegen zu sichern, daB nicht doch ganz kleine Steigerungen 
im Ammoniakgehalt des Blutes unter gewissen Umstanden, speziell 
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wenn sie wahrend laingerer Zeit andauern, das Blutzuckerniveau_be- 
einflussen kénnten, habe ich, wie man aus den Versuchstabellen ersieht, 
eine Reihe Versuche ausgefiihrt, um zu entscheiden, bis zu welcher 
Grenze der Blutammoniak steigen mu, damit es zur Hyperglykimie 
kommen soll. Das Resultat dieser Versuche war, daB die Grenze bei 
ungefihr 0,65 bis 0,80 mg-°,, zu liegen scheint. Werte von dieser Héhe 
habe ich niemals nach Verabfolgung von Aminosaure beobachtet. Dic 
Hypothese vom Ammoniak als Ursache der Hyperglykimie mu8 daher 
aufgegeben werden. Auch geben meine Versuche keinen Anhaltspunkt 
fiir die Annahme, daB die Steigerung im Blut-Ammoniakgehalt eine 
mitwirkende Ursache fiir das Auftreten der Hyperglykamie sein kénne 

Der stickstofffreie Anteil der Aminosiuren kann fiir die Hyper- 
glykimie auch kaum verantwortlich gemacht werden. Jedenfalls sind 
die wenigen (zwei) Versuche, die ich mit Verabfolgung von glykokoll- 
saurem Natron in einer Menge von 3g pro Kilogramm ausgefiihrt 
habe, negativ ausgefallen (in den Tabellen nicht mit aufgenommen) 

Diejenigen meiner Versuche, bei denen die Aminosiuremenge des 
Blutes bestimmt wurde, geben dagegen einen guten Anhaltspunkt fiir 
die Annahme, daB es die Aminosiauren als solche sind, die die Hyper- 
glykamie hervorrufen. 

Der Umstand, da8 eine Hyperglykimie nach einer intravenésen 
Injektion einer Aminosaiuremenge ausbleiben kann, die, subkutan 
injiziert, in der Regel eine solche hervorruft —- trotzdem man bei der 
intravenésen Injektion zweifellos eine kurze Zeit gréBere Konzentration 
der Aminosauren im Blute als bei der subkutanen erzielen muB —, in 
Verbindung mit meiner allgemeinen Bewertung der Versuche, hat mich 
den EKindruck gewinnen lassen, daB es zur Erzielung einer Hyper- 
glykamie nicht geniigt, eine bestimmte hohe Konzeutration von Amino- 
sduren im Blute zu erreichen, sondern da auch eine bestimmte hohe 
Konzentration einige Zeit beibehalten werden muB. Wenn man daher 
die Aminosiurekonzentration bei den Versuchen, in denen Hyper- 
glykamie erzeugt ist, mit der Konzentration bei denen vergleicht, 
wo das nicht der Fall ist, diirfte es sicher am richtigsten sein, nicht 
die maximalen, sondern die durchschnittlichen Konzentrationen, die 
bei den Versuchen erreicht werden, zu vergleichen. Die Bedeutung 
zufalliger Analysefehler wird bei dieser Art des Vorgehens auch ver- 
ringert. 

Vergleicht man nun auf diese Weise die durchschnittliche Kon- 
zentration des Aminostickstoffs in den negativen bzw. den positiven 
Versuchen, sowohl bei subkutaner und oraler Verabfolgung von Glyko- 
koll, als auch bei subkutaner Verabfolgung von Glutaminsaure, so 
erhalt man folgendes Resultat: 
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Glykokoll. 





e Negativ Positiv 


Snbkutan Oral Subkutan Oral (1. Vers.) 
50,9 43,9 65,9 51,2 


Glutaminsaure. 





Negativ Positiv 


Subkutan Oral (1. Vers.) Subkutan 


24.5 12,8 30,6 


Man ersieht aus diesen Zahlen, da die durchschnittliche Kon- 
‘zentration des Aminostickstoffs im Blute bei den Tieren, bei denen es 
zur Hyperglykamie gekommen ist, in sehr bemerkbarem Grade héher 
liegt als bei denen, wo das nicht der Fall ist. Hierin hat man einen 
guten Anhaltspunkt fiir die Annahme, daB es die Aminosiuren als 
solche sind, die das Auftreten der Hyperglykamie bewirken. Das laBt 
sich weiter durch die Durchsicht der einzelnen Versuche stiitzen, indem 
sich hierbei zeigen wird, da die Hyperglykimie am stirksten in den 
Versuchen ausgepsrochen ist, wo die Aminostickstoffkonzentration am 
héchsten steigt. Bei einer Durchsicht der einzelnen Versuchstabellen 
wird es sich zugleich zeigen, daB mit Bezug auf die Aminostickstoff- 
konzentration nur ein sehr geringes Ubergreifen zwischen den ,,positiven‘ 
und ,,negativen*’ Fallen stattfindet. Nur in einem der Versuche, wo 
durch subkutane Verabfolgung von Glykokoll Hyperglykimie erzeugt 
wurde (Kaninchen Nr. 69),.war die Aminostickstoffkonzentration 
niedriger als der héchste Wert, der sich bei den negativen Versuchen 
fand. Die Hyperglykamie war bei diesem Tiere nur mafig, und die 
allgemeinen Intoxikationssymptome nur wenig ausgesprochen. Bei 
dem einen Tiere, das nach oraler Eingabe von Glykokoll mit Hyper- 
glykamie reagierte, fand sich gleichfalls eine Aminostickstoffkonzentra- 
tion, die den Durchschnitt bei den negativen Versuchen mit subkutaner 
Verabfolgung nicht iiberschreitet. Daf sich somit individuelle Ver- 
schiedenheiten in bezug auf die Empfindlichkeit einigermafen geltend 
machen kénnen, ist jedoch nichts anderes als man erwarten mubte. 
In den Versuchen mit Glutaminsaure findet tiberhaupt kein Ubergreifen 
dieser Art statt. 

Der Unterschied in der Aminostickstoffkonzentration und damit 
in der Wirkung auf den Blutzucker bei verschiedenen Versuchen, wo 
die gleiche Aminosiuremenge verabfolgt ist, beruht zweifellos haupt- 
sichlich auf dem Unterschied in der Resorptionsgeschwindigkeit. In 
all den Versuchen, wo nach subkutaner Verabfolgung von 3 g Glykokoll 
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pro Kilogramm keine Hyperglykamie erregt wurde, traten erhebliche 
Odeme am Bauch der Tiere nach der Injektion auf. Wo absolut kein 
Odem zustande kam, war die Wirkung stark ausgesprochen; das gilt 
so fiir die Kaninchen Nr. 73 und 74. 

Zugleich sieht man aus diesen Versuchen, daB die Aminosaure- 
konzentration bei Eingabe per os bedeutend weniger als bei subkutaner 
Einverleibung ansteigt, was namentlich auffallend ist, wenn man 
bedenkt, daB bei den Versuchen mit oraler Eingabe 5 g pro Kilogramm 
gegeben wurden, wahrend bei den Subkutanversuchen nur 3g pro 
Kilogramm angewendet wurden. Dadurch erklart sich, daf man bei 
oraler Eingabe nicht — oder praktisch nicht — imstande war, Hyper- 
glykamie zu erzeugen, und zeigt mit gré8tméglicher Deutlichkeit, daB 
man von parenteral angestellten Versuchen aus keinen SchluB8 auf 
einen Versuch ziehen kann, bei dem orale Verabfolgung angewendet 
worden ist. 

Trotzdem die Anzahl der Versuche in den einzelnen Gruppen nicht 
besonders groB ist, scheinen mir die Zahlen doch so iibereinstimmend, 
daB man aus diesen Versuchen den SchluB ziehen darf, daB man bei 
Glykokollverabreichung erst mit dem Auftreten einer Hyperglykaimie 
rechnen kann, wenn die Aminostickstoffkonzentration im Blute auf 
iiber 50 mg-°, ansteigt, und bei Darreichung von Glutaminsaure, wenn 
die Konzentration auf iiber 25 mg-°, steigt. Danach diirfte die hyper- 
glykamiebewirkende Aminosaéurekonzentration im Blute so _ hoch 
liegen, daB man es als ganz ausgeschlossen betrachten kann, da man 
diese durch Verabreichung von Proteinstoffen per os erreichen oder 
sich ihr auch nur nahern kann. 

DaB das der Fell ist, geht aus den diesbeziiglichen Angaben in der 
Literatur hervor. Ich selbst habe bei einzelnen Versuchen die Amino- 
sdurekonzentration des Blutes bei Hunden und Menschen bestimmt. 
Da meine Befunde von den allgemeinen Angaben nicht abweichen, 
sind die Versuche in den Tabellen nicht mit aufgenommen. Es waren 
drei Versuche an Menschen angestellt worden, wo sich die Niichtern- 
werte auf 7,3- 8,7- 7,5mg-%, stellten. Der héchste Wert wurde 
4 Stunden nach Einnahme von 500g Fleisch beobachtet und betrug 
10,5 mg-°,. An Hunden waren zwei Versuche vorgenommen worden. 


Niichternwerte: 8,6 und 7,83 mg-°,. Maximum 6 Stunden nach Ver- 
abfolgung von 1000 g Fleisch 10,5 mg-°,,.. Bei keinem Versuch wurden 


Variationen im Zuckergehalt des Blutes beobachtet. 

Wahrend ich in der Auffassung, daB die Aminosauren als solche 
imstande sind, Hyperglykimie zu erregen, in Ubereinstimmung mit 
Nord (4) bin, besteht beziiglich der fiir das Auftreten der Hyperglykamie 
notwendigen Aminosdurekonzentration im Blute ein erheblicher Unter- 
schied in den Resultaten dieses Untersuchers und meinen eigenen. 


sgt! 
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Nord hat nur in recht wenigen seiner Versuche Aminosaiurebestimmungen 
des Blutes ausgefiihrt, hat aber in ein paar Versuchen eine Blutzucker 
steigerung schon bei Aminosaurekonzentrationen von ungefahr 16 mg-° 
beobachtet. Nord legt sehr grobes Gewicht hierauf, da er behaupten 
méchte, da entsprechende Steigerungen bei Menschen nach Protein- 
zufuhr gesehen werden kénnen. Zunichst diirfte das vielleicht zweife] 
haft sein, und dazu kommt, daB ich nach meinen Versuchen auBerstande 


bin, mir zu erklaren, daB eine so geringe Aminosiiurekonzentration 
hyperglykamieerregend wirken kénne. 


Wahrend Nord der Auffassung ist, daB die Aminosiurehyper- 
glykamie ein Phanomen von allgemeiner physiologischer Bedeutung 
ist, das sich bei oraler Zufuhr von Protein und maBigen Aminosiure- 
mengen vermutlich geltend machen kann, bin ich, wie in meiner friiheren 
Arbeit tiber diesen Gegenstand hervorgehoben wurde, der Anschauung, 
daB die Aminoséurehyperglykamie ein Glied einer allgemeinen Intoxi- 
kation ist, die nur nach Zufuhr von Aminosaure in extremen Dosen 
beobachtet wird. Diese Anschauung finde ich durch die hier mit- 
geteilten experimentellen Resultate hochgradig gestiitzt, da die Hyper- 
glykamie nach meinen Versuchen nur bei Aminoséiurekonzentrationen 
im Organismus vorkommt, die als héchst ,,unphysiologische’ bezeichnet 
werden miissen. Nach meinen und iibrigens auch Nords Versuchen 
scheint die Glutaminsiure Hyperglykamie bei niedrigeren Amino- 
stickstoffkonzentrationen des Blutes als Glykokoll hervorzurufen. Die 
Gewichtskonzentration der zwei Aminoséuren im Blute war in meinen 
,,positiven’‘ Versuchen nahezu die gleiche, naimlich fiir Glykokoll 
durchschnittlich 0,351 °,, und fiir Glutaminsaéure 0,324°,. Auch die 
Gewichtsmenge der zwei Aminosduren, die pro Kilogramm Kérper- 
gewicht gegeben werden miissen, um Hyperglykaémie zu erregen, war 
die gleiche. Will man die hyperglykamieerregende Fahigkeit der beiden 
Stoffe vergleichen, mu8 man zweifellos nicht mit der Gewichts- 
konzentration im Blute, sondern mit der molaren Konzentration 
rechnen. Da beide Aminosduren Monoaminosauren sind, wird das 
Verhiltnis zwischen den molaren Konzentrationen das gleiche wie das 
Verhaltnis zwischen den Aminostickstoffkonzentrationen. Man darf 
daher sagen, da8 Glutaminsaure leichter als Glykokoll Hyperglykamie 
hervorruft. Da also ein nicht geringer Unterschied in der Fahigkeit 
der verschiedenen Aminoséuren zur Erzeugung von Hyperglykamie 
zu bestehen scheint, kénnte man den Wunsch haben, die Untersuchung 
auch auf andere Aminosaéuren ausgedehnt zu sehen als die zwei, mit 
denen gearbeitet worden ist. Da andererseits die Versuche, auf die man 
augenblicklich die Vermutung stiitzen kann, daB die Wirkung der 
Aminoséuren auf den Blutzucker ein Phinomen von allgemeinem 
physiologischen Interesse ist, mit Glykokoll und Glutaminsaure an- 
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gestellt sind, darf man sagen, da8 eine Untersuchung der hyperglykamie- 
bewirkenden Fahigkeit dieser beiden Aminosfiuren augenblicklich die 
ist, die am meisten Interesse hat. 


Zusammenfassung. 

Die Aminosaurehyperglykamie scheint mit der zuerst von Naito 
beschriebenen, durch Ammoniak hervorgerufenen Hyperglykamie 
keinen Zusammenhang zu haben, sondern scheint durch die Amino- 
siuren als soleche bedingt zu sein. 

Eine Hyperglykamie wird von Ammoniumsalzen erst hervorgerufen, 
wenn der Ammoniakgehalt des Blutes Werte von 0,65 bis 0,80 mg-°,, 
erreicht. 

Bei Kaninchen wird eine Aminosdiurehyperglykamie . durch 
Glykokolldarreichung erst bewirkt, wenn der Aminostickstoff des 
Blutes auf iiber 50 mg-°,, steigt, sowie durch Glutaminsaure, erst wenn 
der Aminostickstoffgehait des Blutes auf tiber 25 mg-°., steigt. 

Die Annahme, daB die Aminoséiurehyperglykamie ein toxisches 
Phinomen ohne allgemeine physiologische Bedeutung ist, wird hier- 
durch bekraftigt. 


Literatur. 
1) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 51, 377, 1922. 2) S. Morita, 
Tohoku journ. exper. med. 3, 363, 1922. 3) K. Naito, ebendaselbst 2, 


131, 1920. 4) F. Nord, Acta Med. Seand. 65, H. 1/2, 1926. — 5) J. K. Parnas, 
diese Zeitschr. 155, 247, 1925. — 6) L. Pollak, ebendaselbst 127, 120, 1922. — 
7) Y. Satake, Tohoku journ. exper. med. 8, 26, 1926. 
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Untersuchungen iiber Muskelkontraktionen 
ohne Milchsaurebildung. 


Von 


Einar Lundsgaard. 


(Aus dem Medizinisch-Physiologischen Institut der Kopenhagener 
Universitat.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Bereits vor 2 bis 3 Jahren hatte ich Gelegenheit, durch Kaninchen- 
versuche die Vergiftungssymptome nach intravenéser Injektion von 


monojodessigsaurem Natrium zu beobachten. Das Praparat wurde 


damals von der — wie sich herausstellte — falschen Vorstellung heraus 
gepriift, daB es den Energieumsatz des tierischen Organismus zu beein- 
flussen vermége. Erst vor einigen Monaten habe ich Gelegenheit ge- 
funden, die durch Monojodessigsiure hervorgerufene Vergiftung einer 
niheren Analyse zu unterziehen. 

Das urspriingliche, von dem chemischen Laboratorium der Univer- 
sitat giitigst hergestellte Praparat war inzwischen durch die lange 
Aufbewahrung von freiem Jod schwach vergilbt. Spaterhin ist es mir 
gelungen, durch giitige Vermittlung der ,,.Levens kemiske Fabrik‘, 
Kopenhagen, ein reines Praparat zu beschaffen. Die Wirkung der 
beiden Praparate hat sich als genau die gleiche erwiesen. 

Bei einzelnen orientierenden Kaninchenversuchen sind mir die 
gleichen Erscheinungen wieder begegnet, die bereits zu dem _ weit 
friiheren Zeitpunkt beobachtet wurden. Intravendse Injektion der 
Saure, mit Natriumcarbonat neutralisiert, in Dosen von 5 cg pro Kilo- 
gramm iibt eine sicher tétende Wirkung aus. Nach der Injektion 
verlauft eine Latenzzeit von 5 bis 20 Minuten, je nach Hoéhe der Dosis, 
wahrend welcher sich das Tier vollstindig normal verhilt. Alsdann 
fallt das Tier meistens ganz plétzlich auf die Seite hin, macht einige 
lebhafte, zappelnde Bewegungen mit den Extremitaéten, wonach die 
gesamte Muskulatur von stark ausgesprochenem Rigor betroffen wird. 
Thorax bleibt in maximaler Inspirationslage fixiert, und das Tier 
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stirbt an Stockung der Respiration. Der starke Rigor halt an. Das 
Tier bleibt, selbst am auBersten Teile der HinterfiiBe in wagerechter 
Lage gehalten, starr wie ein Stiick Holz. 

Das Vergiftungsbild der Frésche ist noch mehr erlauternd als 
dasjenige der Kaninchen, welches etwa als ein kataleptischer rigor 
mortis aufgefaBt werden mag. Die Muskelanderung stellt sich naimlich 
bei den Fréschen lange vor Eintritt des Todes ein. Ich habe Frésche 
beobachtet, die noch 5 Stunden nach Eintritt maximaler Rigiditét 
der ganzen Muskulatur am Leben waren. Die Rigiditiét schreitet bei 
diesen Versuchstieren mehr allmahlich fort, bis totale Rigiditaét mit 
volliger Aufhebung des Kontraktionsvermégens erreicht ist. Beim 
Kintritt des Rigor kann das Tier in irgendwelcher Stellung fixiert 
werden. Meistens sind jedoch die Hinterfiike maximal extendiert. 
Der durch die Vergiftung herbeigefiihrte Zustand mag am besten 
wenngleich paradoxal — als ein intravital entstandener ,,rigor mortis** 
bezeichnet werden. LEigentiimlich fiir die von der Monojodessigsaure 
hervorgerufene Muskelinderung ist der Umstand, da dieselbe von 
der Aktivitat der Muskeln bedingt scheint. An tief urethanisierten oder 
kurarisierten Fréschen 148t sich keine Muskelanderung hervorrufen. 
Nach Durchschneidung der Nerven des einen Hinterfubes' schreitet 
die Rigiditat iiber das ganze Tier fort bis auf das gelihmte Glied. Bei 
nunmehr folgendem Reiz der Nerven des gelahmten Beines kann eine 
kurze Reihe von Kontraktionen hervorgerufen werden, wonach die 
Extremitit in maximalem Rigor stehen bleibt. Die Aufrechterhaltung 


desselben ist also von einer Verbindung mit dem Zentralnervensystem , 
nicht bedingt. Diese Abhaingigkeit des Entstehens der speziellen Rigor- 


form von dem Funktionieren der vergifteten Muskeln deutete darauf 
hin, daB eine nahere Untersuchung dieser Erscheinungen fiir die Muskel- 
physiologie im allgemeinen Interesse haben méchte. Es handelt sich 
hier namlich nicht allein um eine Foérderung der Entwicklung der 
Rigiditat durch Reiz — wie solches aus vielerlei Kontrakturformen 
bereits bekannt ist —, vielmehr scheinen die Kontraktionen der ver- 
gifteten Muskeln eine unumgiingliche Voraussetzung fiir den Eintritt 
der Rigiditat zu sein. Jedenfalls stellt sich bei gelahmten Tieren inner- 
halb des Zeitraums, wihrend welchem das Tier im vergifteten Zustande 
am Leben gehalten werden kann, keine Rigiditat ein. 


Injektion des Stoffes in den Lymphsack des Schenkels oder in 
die Schenkelmuskulatur direkt ruft keine lokale Wirkung hervor 
(wie es z. B. bei Coffein der Fall ist), nach Verlauf einiger Zeit macht 
sich indessen die universelle Wirkung geltend. 


Die Hohe der fiir die Herbeifiihrung einer deutlich ausgesprochenen 
Vergiftung erforderlichen Dosis scheint je nach den verschiedenen 
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Individuen zu schwanken. Die geringfiigigste Dosis, nach welche: 
mir totale Rigiditaét begegnet ist, war 0.04mg pro Gramm Kérper 
gewicht. Bei meinen spiteren Versuchen habe ich, um einer kraftigen 
Wirkung sicher zu sein, Dosen in Héhe von 0,4 mg pro Gramm Korper- 
gewicht zur Anwendung gebracht. Die nach Injektion in den dorsalen 
Lymphsack bis Eintritt der Symptome beanspruchte Zeit schwankt 
ebenfalls recht erheblich, und zwar von 10 bis 60 Minuten, was vielleicht 
zum groBen Teil auf eine schwankende Resorptionsgeschwindigkeit 
zuriickzufiihren sein mag. Im ganzen scheint es, als ob die Wirkung 
schneller und nach geringfiigigeren Dosen in denjenigen — ersteren 
Versuchen hervorgerufen wurde, fiir welche Frésche verwendet wurden 
die langere Zeit gefangen gewesen waren und gehungert hatten, als in 
denjenigen spateren -- Versuchen, fiir welche neu eingefangene 
Spatsommerfrésche verwendet wurden. 

Zur Zeit dieser meiner ersten Beobachtungen waren mir die Unter 
suchungen von Pohl vom Jahre 1887 (19), bei welchen er durch Ver- 
wendung von Monobromessigsiure zu genau entsprechenden Ergeb. 
nissen gelangt ist, nicht bekannt. Merkwiirdigerweise ist Pohl durch 
Versuche mit Monojodessigsiure zu dem Ergebnis gelangt, da8 diese: 
Stoff nur andeutungsweise die Wirkung der Monobromessigsaéure zu 
iiben vermégen sollte. Ich habe hiernach auch meinerseits mit der 
Bromverbindung gearbeitet; da die Wirkungen dieses Stoffes in meinen 
Versuchen indessen nicht mehr ausgesprochen erschienen als diejenigen 
der Jodessigsaure, habe ich fiir meine spiteren Untersuchungen aus- 
schlieBlich den letzteren Stoff in Anwendung gebracht. Ob die Brom- 
essigsaure die chemischen Umsitze der Muskeln in gleicher Weise 
beeinfluBt wie die Jodessigsiure, laBt sich somit nicht mit Sicherheit 
feststellen, darf aber als héchst wahrscheinlich bezeichnet werden, und 
zwar trotzdem in der Literatur einzelne Mitteilungen iiber die chemischen 
Umgestaltungen von Muskeln mit Monobromessigsaurestarre vorliegen. 
die den Ergebnissen meiner an monojodessigsdiurevergifteten Tieren 
vorgenommenen Untersuchungen widersprechen. v. Fiirth (7) erwahnt, 
daB eine Reihe von Kontrakturen, hierunter die monobromessigsaure 
Kontraktur, von einer explosiven Milchsiurebildung begleitet werden. 
und verweist in dieser Verbindung auf die Untersuchungen von 
Ramson (20). Dieser Forscher hat indessen ausschlieBlich mit det 
Coffeinkontraktur gearbeitet; die Angabe von v. Fiirth muB mit Bezug 
auf die Monobromessigsiurekontraktur deshalb auf einer Analogie- 
schluBfolgerung ruhen, ist indessen spiter von Engel (6) bestatigt 
worden, welcher in seinen Versuchen mit isolierten, in Ringerlésuag 
mit oder ohne Zusatz von Monobromessigsiure suspendierten Frosch- 
muskeln eine Steigerung des Milchséuregehalts der Kontrakturmuskeln 
vorfindet. Gleichzeitig wurde eine Zunahme der ,,Lactacidogenmenge’’, 
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d.h. der Differenz zwischen dem Embdenschen A- und B-Wert nach- 
gewiesen. Diese Zunahme war nur wihrend der Anfangsstufe der 
Kontraktur nachweisbar und anderte sich spiiterhin in eine Herab- 
setzung. Die Milchsaurebildung war von Anfang an nachweisbar. 

Wiahrend meiner Versuche war mir vorerst auffallig, daB die 
Reaktion von Muskeln in vdlligen: Jodessigsaurerigor wie sich 
durch eine ganz einfache kolorimetrische Methode feststellen lieB 
der Reaktion der normalen Ruhemuskeln gegeniiber nach der sauren 
tichtung hin keine Verschiebung erfahren hatte. 

Lie man einen normalen Frosch und einen Frosch mit ein- 
getretenem Jodessigsiurerigor bei Zimmertemperatur bis zum nachsten 
Tage oder aber im Thermostaten bei 40° 2 Stunden nachdem das 
Tier getétet war liegen, erfuhr die Reaktion der Muskeln des vergifteten 
Tieres keine Verschiebung nach der sauren Richtung hin, vielmehr eher 
eine geringfiigige Verschiebung nach alkalischer Richtung hin, wahrend 
dahingegen die Muskeln des Normaltieres stark sauer geworden waren. 
Diese Erscheinung deutete darauf hin, daf die postmortale Milch- 
siurebildung durch die Vergiftung vollig beseitigt worden sei, was 
sich durch Milchséureanalysen, die nach den Angaben von Lehnartz (12) 
ausgefiihrt wurden, bestatigt hat. 

Die Versuche wurden folgendermaben ausgefiihrt : Das eine Hinter- 
bein eines normalen Frosches wurde bei Zimmertemperatur (22 bis 24°) 
rasch abgeschnitten. Ein Stiick der Femurmuskulatur wird eiligst 
ausgeschnitten und in fliissige Luft gelegt. Der in dieser Weise er- 
mittelte Wert des Milchséiuregehalts darf allerdings nicht als effektiver , 
Ruhewert bezeichnet werden, mul} aber denjenigen Wert darstellen, 
der mit den Werten der in entsprechender Weise vergifteten Tieren ent- 
nommenen Muskeln am besten vergleichbar ist. Nachdem in dieser 
Weise sowohl einem normalen Tiere als einem Tiere mit universalem 
Rigor Proben entnommen waren, wurden beide Tiere, nachdem sie 
getétet worden waren, 2 Stunden bei 40° im Thermostaten hingestellt, 
wonach der Femurmuskulatur des riickstandigen Beines Proben zwecks 
Behandlung in gleicher Weise entnommen wurden. 

Ich sehe hier davon ab, die Einzelheiten der Ergebnisse anzufiihren, 
beschrianke mich vielmehr auf eine Angabe der Durchschnittswerte : 

‘ 





Normalmuskeln Vergiftete Muskeln 


lL. aa 57 mg-% 39 mg-% : 
Nach 2 Stunden 
Meee Gc «se 649 . 27 


Diese Schwankungen sind derart erheblich, das wir es fiir fest- 
gestellt halten diirfen, daB eine Milchsaurebildung die Kontraktur- 


11* 
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entwicklung nicht hat verursachen kénnen, sowie ferner, daB die Mono- 
jodessigsiurevergiftung die postmortale Milchséurebildung — giinzlich 
aufhebt. 

Entsprechende Ergebnisse wurden durch Kaninchenversuche erzielt 
Die Normalbestimmungen habe ich hier weggelassen. In Muskeln im 
tigor fand ich sofort nach dessen Eintritt Milchsiuremengen von 
ungefihr 45 mg-°,. Die gleichen Werte begegnen uns nach Auf- 
bewahrung 2 bis 3 Stunden hindurch bei 40°, und zwar unangesehen, 
ob das gesamte getétete Tier im Thermostaten aufbewahrt, oder ob 
eine ausgeschnittene, feinzerteilte Probe 2 Stunden bei 40° hingestellt 
wurde. 

Ich verfehle nicht, darauf aufmerksam zu machen, daf die durch 
meine Kaninchenversuche ermittelten Werte den niedrigsten, in einer 
Arbeit von Henriques, Ege und Carlstrém (9) bei normalen Kaninchen 
iiberhaupt gefundenen Werten entsprechen. Diese Werte wurden 
nur erreicht, wenn Muskeln tief urethanisierter Kaninchen durch 
AufgieBen fliissiger Luft in situ fixiert wurden. 

Wie bereits erwahnt, erfolgt im intakten Tiere iiberhaupt keine 
Kontraktur innerhalb der Muskelgebiete, die nach Durchschneiden der 
Nerven gelahmt sind. Falls die Nerven einer gelihmten Extremitit 
nach Injektion von Monojodessigsiure zu einem Zeitpunkt gereizt 
werden, wo die iibrige Muskulatur vom Rigor betroffen worden ist, 
werden anscheinend kraftige und deutlich ausgesprochene Kontraktionen 
der betreffenden Extremitaét herbeigefiihrt. Diese Kontraktionen 
kénnen jedoch nur kurze Zeit hindurch fortdauern, wonach der Rigor 
vollstandig entwickelt ist und die Muskeln der betreffenden Extremitat 
nicht langer auf den Reiz zu reagieren vermégen. Die Annahme wiire 
jetzt méglich, das das Milchséurebildungsvermégen der gelihmten 


Muskeln zur Zeit des Reizes auch hier aufgehoben sei, ganz wie in der 
iibrigen bereits vom Rigor betroffenen Muskulatur. 


Um diese Méglichkeit zu priifen, wurde ein Versuch an einem 
Frosch angestellt, dessen plexus lumbalis am vorhergehenden Tage 
an beiden Seiten durchschnitten worden war. Zu einem Zeitpunkt, 
wo nach Injektion von Monojodessigsaure (wie in simtlichen Versuchen 
in Gestalt von Natriumsalz) Kontraktur der Vorderglieder bereits 
eingetreten war, wurde der Gastrocnemius aus dem einen Beine heraus- 
genommen und in fliissige Luft gelegt. Das andere Hinterbein wurde 
alsdann durch kraftige InduktionsstéBe gereizt, wodurch eine kurze 
Reihe kraftiger tetanischer Kontraktionen hervorgerufen wurde. 
Nach Eintritt von Rigor und Aufhebung des Kontraktionsvermégens 
wurde Gastrocnemius auch an dieser Seite herausgenommen und in 
fliissige Luft gelegt. Im Ruhemuskel wurden 26,8 mg-°,, im gereizten 
Muskel 22.4 mg-°,, Milchsiure vorgefunden. 
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Dieser Befund war derart auffallig, da ich es fiir ratsam hielt. 
nachzupriifen, ob etwa das Vorhandensein kleiner Mengen von Mono- 
jodessigsiure in einer Probe der Bestimmung der Milchsaiure mittels 
der betreffenden Methode Schwierigkeiten bieten sollte. Es zeigte 
sich indessen, daB dies nicht der Fall war. In Proben mit und ohne 
Zusatz von Monojodessigsiure in zweifacher Héhe der in einer Muskel- 
probe eines vergifteten Tieres denkbar vorhandenen Menge wurden 
genau die gleichen Ergebnisse erzielt. 


Um diese héchst auffallige Erscheinung naher zu untersuchen, habe 
ich eine etwas bessere, obgleich leider immer noch ziemlich primi- 
tive Methodik in Anwendung gebracht. 


Das Verfahren war wie folgt: 


Am Tage vor dem Versuch wird an zwei urethannarkotisierten Fréschen 
gleicher GréBe Plexus lumbalis an beiden Seiten durchgeschnitten. 


In den dorsalen Lymphsack des einen Frosches wird Monojodessigséure 
(0.4 mg pro Gramm) injiziert. Beide Unterextremitéiten werden in genau 
gleicher Weise prapariert. Die Achillessehne wird gelockert und ein Faden 
an derselben festgebunden. Nach Aufsuchung des N. ischiadus wird der- 
selbe frei an der Riickseite von Femur prapariert und alsdann wieder in die 
Muskulatur zuriickgelegt. Um den oberen Teil des Femurs wird eine 
Ligatur angelegt, die jedoch vorlaufig nicht straff gezogen wird. Bei ein- 
setzendem Rigor der Vorderglieder, die man das Tier mitunter bewegen 
laBt (gew6hnlich nach 45 Minuten) wird die Ligatur an der einen Seite 
straff gezogen, wodurch der Kreislauf in der Extremitat aufgehoben wird. 
Nach Verlauf von ungefaihr 2 Minuten wird Gastrocnemius an dieser Seite 
rasch herausgenommen und in fliissige Luft gelegt. Dieser Muskel liefert 
den Ruhewert des vergifteten Frosches. Der Frosch wird nunmehr sofort 
an einem horizontalen Brett derart aufgebunden, dab die intakte Unter- 
extremitit zuverlassig fixiert werden kann. Die Ligatur derselben wird 
straff gezogen und die Gastrocnemiussehne mit einem gewéhnlichen Myo- 
graphen fiir Aufzeichnung isotonischer Kontraktionen in Verbindung 
gesetzt. Die Belastung ist 40 g gewesen. N. ischiadus wird mit zwei Elek- 
troden versehen, wonach durch eine Reihe von EinzelinduktionsstéBen 
gereizt wird. (Sowohl Offnungs- als SchlieBungsstrom ist zur Verwendung 
gebracht.) Der Reizrhythmus ist zwei pro Sekunde gewesen. Der Muskel 
fiihrt nunmehr eine Reihe von Einzelkontraktionen aus, meistens 100 
bis 150, den letzten Teil jedoch bei abnehmender Kontraktionshéhe und 
schlieBlich mit Eintritt emer kraftigen Kontraktur, die gewoéhnlich 
mit Bezug auf Verkiirzung die Héhe der Einzelkontraktionen erreicht. 
Sobald die Kontraktur vollstaéndig geworden ist, wird Gastrocnemius auch 
an dieser Seite herausgenommen und in fliissige Luft gelegt. Dieser Muskel 
liefert den Arbeitswert des vergifteten Frosches. 


Mit dem anderen Frosch im normalen Zustande wird nunmehr genau 
derselbe Versuch ausgefiihrt. Man unterbricht hier den Reiz, sobald eine 
Reihe von Einzelkontraktionen ausgefiihrt worden ist, deren Anzahl 
derjenigen Anzahl entspricht, welche der vergiftete _Muskel bei ent- 
sprechenden Verhaltnissen zu leisten vermochte. Dieses Tier liefert somit 
sowohl] einen Ruhe- als einen Arbeitswert. 





168 Kk. Lundsgaard : 


Die Abb. | stellt die Kurven eines solchen Versuchs dar. Oben 
die Kurve des Normalmuskels. Die kleine Unterbrechung der Kon. 
traktionsreihe ist auf eine Unebenheit der Walze zuriickzufiihren 
welche das Funktionieren des Schreibhebels gestért hat. 
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Abb. 1. 


Drei Versuche dieser Art, bei welchen Milchsiurebestimmungen 
vorgenommen wurden, lieferten folgende Ergebnisse in Milligramm- 
prozenten Milchsaure. 





Normale Vergiftete 
ee ss ws 17,9 27,1 40,0 14.9 14.0 25.0 
Apoet. ... 77,1 74,5 100.0 15.4 10.0 16.9 


Dieses Ergebnis darf kaum in anderer Weise gedeutet werden, als 
da’ die vergifteten Muskeln ohne Milchsiurebildung eine Arbeit ge 
leistet haben, die in normalen Muskeln eine Milchsiureerzeugung von 
50 bis 60 mg-°,, hervorruft. 

Dieses Versuchsverfahren liefert leider nur eine sehr partielle 
Anaerobiose. Fiir die vergifteten Muskeln scheint das Abbinden der 
Extremitaét keine ausschlaggebende Bedeutung zu haben. In einem 
Versuche, bei welchem der eine Gastrocnemius eines vergifteten 
Frosches nach Abbindung, der andere ohne Abbindung gereizt wurde. 
haben die beiden Muskeln genau die gleiche Kontraktionsreihe aus- 
gefiihrt. Im Muskel der abgeschniirten Extremitat wurden 11,5 mg-° 
im Muskel der nichtabgeschniirten 12,5 mg-°,, Milchsiiure vorgefunden 


Hiernach habe ich meine Versuche auf die verschiedenen Phosphor- 
siurefraktionen der Muskeln erstreckt, 
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Orthophosphorséure und Phosphagen sind nach Eggleton (2) bestimint 
worden. Ein Versuch, in welchem diese Bestimmungen auftgenommen sind, 
liefert z. B. folgendes Ergebnis. Phosphormengen in Milligrammprozent P 


angegeben. 





Milchsiure Orthophosphat Phosphagen 
: .) | Ruhe . _ 25 21 61 
Normal (in ... 84 24 46 
re Ruhe ae 16 29 57 
ee Ah 15 28 0 


Aus diesem Versuch scheint hervorzugehen, daB in dem normalen, 
mit Milchsiureerzeugung arbeitenden Muskel nur ein geringfiigiger 
Teil des Phosphagens gespalten ist, wahrend das Phosphagen in den 
vergifteten, ohne Milchsiurebildung arbeitenden Muskeln total ge- 
spalten ist. Die hierdurch entbundene Phosphorsiuremenge ist nicht 
in Gestalt von Orthophosphat vorhanden. Somit war die Annahme 
naheliegend, daB die durch die Spaltung des Phosphagens ent bundene 
Phosphorsiture in Gestalt von Hexosephosphorsaure stabilisiert sei, 
was —- laut Eggleton und Eggleton (3) und Davenport und Sacks (1) 
auch im normalen Muskel mit 20 bis 40°,, der durch Muskeltatigkeit 
aus dem Phosphagen entbundenen Phosphorsaure der Fall ist, Mittels 
der von Embden und Jost (5) jiingst angegebenen Reduktionsmethode 
zur Bestimmung von .,Lactacidogen* habe ich diese Vermutung nach- 
gepriift. Bis jetzt stehen mir nur zwei derartige, teils an Ruhemuskeln, 
teils an Arbeitsmuskeln eines vergifteten Frosches ausgefiihrte Be- 
stimmungen zu Gebote. 

Das Ergebnis dieser Analyse war wie folgt (die Werte beziehen sich 
auf Lactacidogen-P in Milligrammprozenten angegeben) : 





Ruhemuskel . .... 11 4.6 
Arbeitsmuskel. . . . . 46.7 35.5 


In einem Versuch hat sich also die Phosphormenge im ..Lacta- 
cidogen um 35, im anderen Versuch um 31 mg-°,, gesteigert. Diese 
Steigerung scheint der Verminderung des Phosphagenphosphors nicht 
vollig zu entsprechen, ein Analysenfehler diirfte aber hier nicht aus- 
geschlossen sein. Der Berechnung der dem ermittelten Reduktionswert 
entsprechenden Phosphormenge liegt die Voraussetzung zugrunde, 
daB die ganze bestimmte Hexosemenge in Gestalt von Hexosemono- 
phosphorsiure vorhanden ist. 


In dem Versuche, der die unter 2 aufgefiihrten Werte fiir Lacta- 


cidogen-P geliefert hat, ist auBerdem die gesamte A-Fraktion, d. h, 
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Orthophosphat nebst Phosphagen, bestimmt worden. sowie ferner die 
.. Pyrophosphat**menge nach Lohmann. Das Gesamtergebnis dieser Be 
stimmungen war folgendes: 





Ruhemuskel Arbeitsmuskel 


Lactacidogen-P . . . . 4,6 
Orthophosphat 

+ Phosphagen. .. . 70,8 
Pyrophosphorsiture . . . 26,2 22,8 


101.6 88.5 


Die Pyrophosphorsiuremenge scheint keine Anderung erfahren zu 
haben. In einem anderen vergifteten Arbeitsmuskel habe ich eine Menge 
von 28,8 mg-°,, vorgefunden. 

Aus diesen Muskelanalysen kann folgende Schlupfolgerung ge- 
zogen werden : 

Das Verhalten vergifteter Ruhemuskeln entspricht demjenigen 
normaler Ruhemuskeln, jedoch mit der MaBgabe, daB der Milchsaure- 
gehalt der ersteren etwas niedriger zu sein scheint als derjenige der 
letzteren. 

Bei Tatigkeit erfolgt in den vergifteten Muskeln keine Milchsaure- 
bildung, vielmehr wird das Phosphagen total gespalten. Die hierdurch 
entbundene Phosphorsiure ist nicht in Gestalt von freier Orthophosphor- 
sdure vorhanden, der weit gréBte Teil derselben (vielleicht die ganze 
Menge) wird in Gestalt von Hexosephosphorsiure stabilisiert. 


Der vergiftete Arbeitsmuskel unterscheidet sich durch diesen 


Umstand von dem normalen Arbeitsmuskel durch einen weit niedrigeren 
Milchsauregehalt, emen weit niedrigeren Phosphagengehalt und einen 
weit héheren ,,Lactacidogen*'-Gehalt. 

SchlieBlich sei berichtet, daB ein vergifteter Muskel im Gewicht 
von 0.8 g in einem kurzen Tetanus ein Gewicht von 400 g zu heben 
vermochte, wahrend dieser Muskel im unvergifteten Zustande bei 
gleicher Reizstarke das gleiche Gewicht nur mit Schwierigkeit hob. 

Das Vermégen der Monojodessigsiure, dem Kohlehydratabbau 
Kinhalt zu tun, scheint sich nicht auf die Muskeln allein zu erstrecken. 
In einer Konzentration von 1 : 5000 (schwachere Konzentrationen sind 
nicht versucht worden) wird die alkoholische Kohlehydratvergirung 
total aufgehoben. 

Diskussion. 

Aus meinen Versuchen stellt sich die auffallende Tatsache heraus, dab 
die vergifteten Muskeln eine von Milchséurebildung nicht begleitete Energie- 
leistung présentiert haben, wahrend jedoch dieser ProzeB — die Milchséure- 
bildung insgemein als der bei Muskelkontraktionen direkt energie- 
erzeugende angesehen wird. 
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Leider ist es mir in diesen vorlaufigen Versuchen nicht méglich gewesen, 
die Energieleistung der vergifteten Muskeln einer genauen Messung zu 
unterziehen. Dieselbe laBt sich nur auf héchst indirektem Wege schatzen. 
In normalen, eine entsprechende Arbeit Jeistenden Muskeln war die Milch- 
siiureerzeugung 50 bis 60 mg-°,. Wird mit dem in Muskelversuchen’ ge- 
fundenen kalorischen Quotienten der Milchsiure von 370 pro Gramm 
gebildeter Milchséure gerechnet (spater als experimenteller Milchsiéure- 
quotient bezeichnet), ergibt sich pro Gramm Muskel eine Energieleistung 
(Arbeit + Warme) von 50 bis 60. 370. 10-5 ( 20000 . 10-5) g-cal. (Im 
nachstehenden ist der Faktor 10-5 wegzulassen; die Werte werden sich 
alsdann effektiv auf 100 kg Muskel beziehen.) Da die normalen Muskeln 
bei meinen Versuchen etwas weniger gearbeitet haben als die vergifteten, 
durch welche MaBregel ich eine Verdeutlichung der die unterbleibende 
Milchsaéurebildung erweisenden Versuche angestrebt habe, ist diese Schatzung 
eher als zu niedrig als zu hoch zu bezeichnen. 

Woher entsteht denn diese Energie der vergifteten Muskeln 7? 

Die vorgenommenen Analysen haben nur zwei durch Arbeit hervor- 
gerufene Anderungen der Muskeln nachgewiesen, und zwar teils eine Phos- 
phagenspaltung, teils eine Hexosephosphatbildung. 

Die dureh die geleistete Arbeit hervorgerufene Phosphagenspalt ung 
betragt 50 bis 60 mg-°, P. Wird mit einer effektiven Hydrolyse des Phos- 
phagens gerechnet, miiBte die hierdurch entbundene Energie 150 190.110 

120 (= etwa 20000). (110 120 Hydrolysewarme des Phosphagens 
pro Gramm H,P O,) ausmachen, was, wie man sehen wird, der veranschlagten 
effektiven Energiemenge entspricht. 

Die Bildung von Hexosephosphorséureester wird, selbst wenn damit 
gerechnet wird, daB die ganze aus dem Phosphagen gespaltene Phosphor- 
siuremenge Hexosemonophosphorsaure bildet, eine Energieerzeugung von 


150 190 .2. 25 30 (= etwa 9000) ergeben kénnen |2g Hexose pro 
Gramm Phosphorsiure, Warmeténung bei Glykogen-Hexose 25 cal, 


Meyerhof (13)|, welche Héhe nur dev Halfte der berechneten Energie- 
leistung entspricht. Da diese wahrscheinlich zu niedrig veranschlagt ist, 
wird die betreffende GréBe die prisentierte Energieleistung bei weitem nicht 
decken kénnen; viel eher wird die Gesamtsumme der Energieleistungen 
beider Prozesse der effektiv prasentierten Leistung entsprechen. 
Dementsprechend kann man in meinen Versuchen nicht umbin, mit 
der Phosphagenspaltung als energieerzeugendem Vorgang zu _ rechnen. 
Ohnehin steht fest, daB in diesen Versuchen mit vergifteten Muskeln eine 
effektive Hydrolyse des Phosphagens stattgefunden hat, indem namlich 
die entbundene Phosphorséure nicht wieder in Gestalt von Orthophosphor- 
siure vorgefunden wird, was nach der tiblichen Auffassung eine lediglich 
scheinbare Erscheinung sein mag, die auf dem Umstand beruht, da® das 
Phosphagen in labile Gestalt umgewandelt werden kann, welche in unseren 
chemischen Analysen wie freie Phosphorséure reagiert (16). In meinen 
Versuchen dagegen ist die abgespaltene Phosphorséiure in eine neue Ver- 
bindung eingegangen und mu dementsprechend auch tatsachlich ab- 
gespalten sein. Laut Eggleton und Eggleton (3) sowie Davenport und Sacks (1) 
wird auch in normalen Muskeln ein Teil der bei Kontraktion aus dem 
Phosphagen entbundenen Phosphorséure in ,,Lactacidogen** umgewandelt. 
Auch im normalen Muskel muB der entsprechende Teil des Phosphagens 
effektiv hydrolysiert sein. Somit liegt der Gedanke nahe, daBi die Phos- 
phagenspaltung an sich auch in dem normalen Muskel eine effektive 
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Hydrolyse, d.h. also einen energieerzeugenden Vorgang darstelle. Fall; 
dies zutretfend ist, liebe sich die von Meyerhof (14) aufgestellte, aber in 
zwischen aufgegebene (16) Erklirung des Defizits zwischen dem ,,experi 


mentellen Milchsaurequotient‘* und der theoretischen Energieerzeuguny 
im Vorgang: Glykogen mit Aminoséiuren neutralisierter Milchsaéure 
aufrechterhalten (hier spater als theoretischer Milchséurequotient bezeichnet ). 
Die Behauptung, dab die Phosphagenspaltung im normalen Muske! 
eine effektive von Energieentbindung begleitete Hydrolyse darstelle, hat 
man aus zwei Griinden fallen lassen: Erstens hat Meyerhof (16) in Muske! 
extrakten eine Resynthese gespaltenen Phosphagens gefunden, die wede 
von einer nachweisbarenWarmet 6nung, noch von chemischen Umgestalt ungen 
(insbesondere Milchsaéiurebildung) begleitet ist, die fiir die Erzeugung dei 
erforderlichen Energie geniigen, falls von einer Resynthese aus freie: 
Phosphorsdéure und treiem Kreatin die Rede ist; zweitens hat Nachman. 
sohn (18) im Laute der ersten 20 Sekunden nach Aufthéren eines Tetanus 
eine beschrankte anaerobe Resynthese gespaltenen Phosphagens in Muskeli 
nachgewiesen. Die unmittelbar auf das Aufhéren einer Kontraktion folgende 
Periode wird, nachdem Hartree und Hills ,,delate anaerobic heat *‘ 
worden ist, als wirmefrei betrachtet, noch hat Nachmansohn innerhal)b 
dieser Periode chemische Umgestaltungen (insbesondere Milechsaéurebildung) 
nachweisen kénnen, welche die fiir die Resynthese beanspruchte Energie 


verlassen 


zu liefern vermochten. Allerdings meint Embden, eine derartige Milchsaure 
bildung im AnschluB an das Aufhéren der Kontraktion nachweisen zu kénnen ; 
seitens Meyerhofs und dessen Mitarbeiter (15) ist aber diese Erscheinuny 
auf einen Uberreiz der Muskeln in Embdens Versuchen zuriickgetiihrt 
worden. 

Aus meinen Versuchen scheint hervorzugehen, dali die Authebung 
der Milchséurebildung bei einer Arbeit, welche in dem normalen Muskel 
bei aufrechterhaltener Milchsiurebildung nur eine sehr mabige Spaltung 
des Phosphagens hervorruft, den vélligen Zerfall desselben bewirkt. Die 
am nachsten liegende Erklirung dieser Erscheinung diirfte meiner Ansicht 
nach in dem Umstande zu suchen sein, daB die Milchsiurebildung eine 
Resynthese von Phosphagen hervorruft. Wie aus dem S. 169 angefiihrten 
Versuch ersichtlich, entspricht die im normalen Muskel gespaltene Phos 
phagenmenge 15 mg-°, P. Im vergifteten Muskel, welcher eine entsprechende 
Arbeit geleistet hat, wurden 57 mg-°, Phosphagen P ausgespalten. Die im 
normalen Muskel stattgehabte Milchséiurebildung sollte dementsprechend 
eine Resynthese von ungeféhr 40 mg-°, Phosphagenphosphor bewirkt 
haben. Im normalen Muskel wurden wahrend der Arbeit ungefahr 50 bis 
60 mg-°,, Milchséure gebildet. Da nun vorausgesetzt wird, da das Defizit 
zwischen dem experimentell gefundenen und dem theoretisch ermittelten 
kalorischen Milchséurequotienten auf den Eintritt von Phosphagenspalt ung 
zuriickzufiihren ist, muB die Berechnung der durch die Milchséurebildung 
entbundenen Energie unter Einfiihrung des theoretischen kalorischen 
Quotienten erfolgen, welcher nur 280 g-cal ausmacht. Somit ergibt sich: 
50 — 60.280 (= 15500). Die fiir die Resynthese erforderliche Energie 
betragt 40.360 (= 14500). 

Diese Berechnungen sind selbstverstandlich nur sehr annéiherungsweise. 
Die Resynthese des Phosphagens bei Milchséurebildung scheint indessen 
bei sehr groBer Nutzleistung vielleicht sogar um 100°, zu verlaufen. Wie 
bereits friiher erwahnt, ist die Héhe der Milchséureerzeugung wahrscheinlicl: 
zu niedrig veranschlagt, und zwar weil die normalen Muskeln durchgangig 
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ine geringfiigigere Arbeit geleistet haben als die vergifteten; dies wird 
jedoch in der angefiihrten Berechnung ohne Zweifel dadurch kompensiert, 
daB auch in den von mir untersuchten vergifteten Muskeln eine gering- 
figige Phosphagenresynthese stattfindet, wodurech andererseits auch die 
vespaltene Phosphagenmenge zu niedrig veranschlagt ist. Hieriiber Naiheres 
spaterhin. 

Falls die Resynthese des Phosphagens tatsachlich bei einer sich 100°, 
stark annéhernden Nutzleistung verliuft, macht die anaerobe Resynthese 
nach Aufhéren der Kontraktionen die Wiederbelebung des Begriffes ,.delate 
anaerobic heat‘‘ nicht erforderlich, noch ware in Muskelextrakten gleich- 
zeitig mit der Resynthese Warmeproduktion nachweisbar. Ein energie- 
erzeugender ProzeB ist aber jedenfalls erforderlich. Nach Angabe von 
Meyerhof geniigt in den Versuchen mit Muskelextrakten die Milchséaure- 
bildung nicht fiir die Erzeugung der erforderlichen Energie. Ziffern fiir die 
Milchséiurebildung fehlen indessen bei diesen Angaben. Gleichzeitig mit 
der Phosphagenresynthese und mit derselben parallel laufend wurde in 
den Versuchen. haufig eine EinbuBe an séurestabilem Phosphat, a. h. 
Hexosephosphat beobachtet. Dies diirfte nicht auf eine Milchséure- 
bildung zuriickzufiihren sein, denn die Milchséiurebildung der Extrakte 
miiBte solchenfalls fiir die Erzeugung der fiir die Phosphagenresynthese 
erforderliche Energie reichlich geniigt haben. In den Meyerhofschen 
Extrakten laéBt sich zuweilen auch eine Vermehrung des séurestabilen 
Phosphats konstatieren, die auf eine Veresterung von Kohlehydraten 
zuriickzufiihren sein muB. Vorausgesetzt, da die Hexosephosphatbildung 
aus Glykogen oder Starke entsteht, mu auch dieser ProzeB, energie- 
erzeugend sein, wenngleich weit weniger energieerzeugend als die Milchsaéure- 
bildung. Da die Ergebnisse meiner Versuche unbedingt vermuten lassen, 
daB die Phosphagenspaltung auch in dem normalen Muskel einen energie- 
erzeugenden Vorgang darstelit, halte ich mich — ohne den Meyerhofschen 
SchluBfolgerungen mit experimentell belegter Kritik entgeyentreten zu 
kénnen fiir berechtigt, darauf zu verweisen, daB in den Meyerhofschen 
Muskelextrakten ohne Zweifel Kohlehydratumsiétze stattfinden: —be- 
schrankte Milchséurebildung, Spaltung von Hexosephosphat, hydrolytische 
Spaltung von Polysacchariden, d.h. starkere oder schwéachere energie- 
erzeugende Prozesse, deren Gesamtsumme méglicherweise fiir die Erzeugung 
der fir die Phosphagensynthese erforderlichen Energie geniigen , wiirde. 
Der Umstand, da ein Zusatz von Kohlehydrat (Starke oder Glykogen) 
die Synthese einsetzen lat, spricht auch dafiir, dab dieselbe ein energie- 
erzeugendes System beansprucht. Die Tatsache, dali Zusatz von freiem 
Kreatin die Synthese férdert, laBt vermuten, dali die Synthese aus freiem 
Kreatin entsteht. Ich neige deshalb der Anschauung zu, dal bis auf weiteres 
keine unbedingte Notwendigkeit dafiir besteht, den Gedanken endviiltig 
fallen zu lassen, das die Phosphagenspaltung auch im normalen Muskel eine 
effektive Hydrolyse, d.h. einen energieerzeugenden Prozel bedeute. 


Die Herbeifiihrung der anaeroben Resynthese in Muskeln in unmittel- 
barem AnschluB an das Aufhéren einer tetanischen Kontraktion wie von 
Nachmansohn (18) und Gorodissky (8) nachgewiesen — ware vielleicht 
denkbar durch Vermittlung energieerzeugender Vorgiéinge gleicher Art 
wie die in den Muskelextrakten denkbaren. Wie von Eagleton und Eggleton 
sowie von Davenport und Sacks nachgewiesen, findet ein Teil der durch die 
Phosphagenspaltung entbundenen Phosphorsaure fiir die Veresterung von 
Kohlehydrat Verwendung. In meinen Versuchen mit normalen Muskeln 
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habe ich das gleiche wahrgenommen, indem ich beobachtet habe, daB dix 
gesamte A-Fraktion (Orthophosphat nebst Phosphagen) bei Arbeit ab 
nimmt. Laut Eggleton und Eggleton werden 20 bis 40°, der aus den 
Phosphagen entbundenen Phosphorsaure in séurestabiles Phosphat un 
gewandelt. In den Versuchen von Davenport und Sacks wurden maxima 
60% der abgespaltenen Phosphorsiure in Gestalt von siéurestabilen 
Phosphat vorgefunden. Diese Werte diirften sich auf die Phosphagen 
spaltung beziehen, die zu einem Zeitpunkte besteht, an welchem die an 
aerobe Restitution sich bereits eine Zeitlang geltend gemacht hat. F- 
diirfte deshalb geboten sein, nur damit zu rechnen, daBb héchstens 30° 
der bei Kulmination der Kontraktion abgespaltenen Phosphorsiure in 
Hexosephosphat umgewandelt wird. Versuche von Embden und Jost (5 
scheinen nachzuweisen, daB die Hexosephosphatbildung eben im Laufe de: 


ersten 30 Sekunden nach Aufhéren der Kontraktion stattfindet. d.h. also 


wahrend des Zeitraumes, innerhalb dessen die Phosphagensynthese vor 
sich geht. Die genannten Forscher deuten allerdings ihre Versuchsergebniss« 
in anderer Weise, Eggleton aber (4) deutet dieselben in gleicher Weise, wii 
ich es tun méchte. Nachmansohn tindet, daB ungefihr 30°, des im Kon 
traktionsmoment gespaltenen Phosphagens anaerob restituiert sind. Falls 
weitere 30°, wiihrend des gleichen Zeitraumes fiir Veresterung von Kohile- 
hydrat mit Glykogen als Ausgangspunkt Verwendung finden, wird hierduich 
ungefahr die Halfte der fiir die Resynthese beanspruchten Energie erzeugt 
werden kénnen. Hierbei sei jedoch hervorgehoben, dai die Weite von 
Nachmansohn fiir eine Hexosephosphatbildung in Arbeitsmuskeln keinen 
Anhaltspunkt bieten. Die mit ,,Gesamt-P,O,‘‘ bezeichneten Ziffern, die 
sich offenbar auf die gesamte A-Fraktion beziehen miissen (Orthophosphat 
nebst Phosphagen), sind durchgiéingig ebenso hoch wie diejenigen de: 
Ruhemuskeln. Durch die Arbeiten der friiher genannten Forscher muti 
indessen Hexosephosphatbildung als endgiiltig festgestellt gelten. 


Die Ergebnisse meiner Versuche mégen vielleicht darauf hindeuten, 
dab die Herbeiftihrung einer Resynthese von Phosphagen durch Veresterung 
von Kohlehydrat denkbar sei. Wie bereits erwahnt, findet in monojodessig- 
séurevergifteten Muskeln eine ausgiebige Hexosephosphatbildung statt 
Dieser Vorgang mag vielleicht in derart vergifteten Muskeln eine gewiss: 
Restitution herbeifiihren. Bei Unterbrechung des Reizes zu einem Zeit 
punkte, an welchem die Kontraktionshéhe stark abgenommen hat, und 
einer nach kurzer Pause erfolgenden Wiederaufnahme desselben zeigt sich 
namlich, daB die Kontraktionshéhe eine kleine Steigerung erfahren hat. 
Eine aerobe Restitution ist in meinen Versuchen leider nicht ausgeschlossen. 
Rechnet man mit der Energie, welche die Umwandlung der gesamten ab- 
gespaltenen Phosphorsauremenge in Hexosephosphat zu entbinden veimag. 
miubte diese fiir eine fortdauernde Restitution eines Drittels der gespaltenen 
Phosphagenmenge geniigen. Die sich in den vergifteten Muskeln ergebende 
Phosphagenspaltung wiirde hiernach nur ungefahr zwei Drittel der effekti\ 
stattgehabten Spaltung entsprechen (vgl. 8. 173, 4. Zeile von oben). 

Die laut Nachmansohn anaerob  restituierbare Phosphagenmenye 
betragt, in Milligramm P ausgedriickt, durchschnittlich 12mg pro 100 ¢ 
Muskel. Laut Angabe von Gorodissky ist die Menge kaum so gro, namlich 
nur 6 bis 10 mg P pro 100g. Falls die Halfte der fiir die Resynthese be- 
anspruchten Energie durch die Hexosephosphorséurebildung hergestellt 
werden kann, fehlt noch eine Energiemenge fiir die Resynthese eine! 
Phosphagenmenge von 3 bis 6mg P pro 100g. Die hierfiir beanspruchte 
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Milchséurebildung wird 4 bis 8 mg pro 100 g betragen. Dieser Wert, welcher 
sich in den Analysen als Differenz zwischen zwei Bestimmungen an zwei 
verschiedenen Muskeln herausstellen soll, ist derart geringfiigig, daB ein 
sicherer Nachweis derselben kaum erreichbar ist. Mit jeglichem Vor- 


behalt darf man vielleicht behaupten, daB der Nachweis einer wie be- 
reits erwahnt bei Uberreiz deutlich erkennbaren Milchsiurebildung nach 


Aufhéren der Kontraktion darauf hindeuten mag, dal dieser Proze, der 
tatsachlich stattfinden kann, auch bei maBigem Reiz ausgelést werden 
kénne, wenn auch in derart beschranktem Umfang, da er sich nicht mit 
Sicherheit feststellen lieB. 


SchlieBlich ist nicht ausgeschlossen, dal Prozesse, die als Neben- 
reaktionen bezeichnet werden mégen, einen Teil der fiir die Erklarung der 
anaeroben Phosphagenresynthese beanspruchten, tatsaéchlich sehr gering- 
fiigige Energiemengen zu leisten vermégen. In diesem Zusammenhang sei 
darauf verwiesen, daB der Zusatz von Adenylséure zu Muskelbrei wie 
von Lehnartz (11) nachgewiesen eine VergréBberung der Phosphagenmenge 
herbeizufiihren vermag. 


Es scheint mir deshalb, daB noch das Verhalten der anaeroben Phos- 
phagenresynthese uns mit zwingender Notwendigkeit dazu veranlabt, den 
Gedanken fallen zu lassen, daB die Phosphagenspaltung im normalen 
Muskel eine effektive Hydrolyse bedeute. 

Von diesen Erwiaigungen und insbesondere von den Ergebnissen meine 
eigenen Versuche geleitet, méchte ich folgende Arbeitshypothese aufstellen : 

Das Phosphagen ist der bei Muskelkontraktion direkt  energie- 
erzeugende Stoff. Wiahrend der Kontraktion findet eine ununterbrochene 
Resynthese von Phosphagen statt. Die fiir diese Resynthese beanspruchte 
Energie entspringt der Milchséurebildung. Man darf annehmen, dab die 
Milchsaurebildung erst dann einsetzt, wenn die Orthophosphatkonzentration 
des Muskels eine bestimmte Grenze erreicht hat. Die sonstige Phosphagen- 
spaltung wird durch die Resynthese véllig kompensiert. Der nach Aufhéren 
der Kontraktion gemessene Phosphagenzrfall ist nur ein Ma6B der im Moment 
des Aufhérens der ‘Kontraktion gespaltenen Phosphagenmenge oder etwa 
ein Ma®B der Grenze, welche die Orthophosphatkonzentration zu erreichen 
hat, um die Milchséurebildung nur eben einsetzen zu lassen, oder besser, 
ein Ma der héchsten Grenze, innerhalb welcher keine Milchséurebildung 
stattfindet. Bei wiederholten Reizungen steigt dieser Wert nur langsam., 
und zwar als Ausdruck einer durch die Milchséiureanhéufung immer meh 
gehemmten Milchséurebildung. Sobald die Milchséurekonzentration ihr 
Maximum erreicht hat, stockt die Phosphagenresynthese und die ganze 
Phosphagenmenge bleibt gespalten. Der Muskel ist alsdann total erschépft 
und in Kontraktur (s. Nachmansohn (18) 8.90), ganz wie monojodessig- 
siurevergiftete Muskeln in Kontraktur treten, sobald die ganze Phosphagen- 
menge gespalten ist. Dementsprechend sollte man — wie von Meyerhof 
einst vermutet, aber wieder aufgegeben hat — bei der Berechnung der 
Energieleistung der Muskeln aus chemischen Umgestaltungen heraus die 
ermittelte Phosphagenspaltung in die Berechnung aufnehmen. Dies wird 
wahrscheinlich den Ausgleich des Defizits zwischen dem experimentellen 
und dem theoretischen kalorischen Milchséurequotienten ermédglichen. 


Diese Auffassung der Rolle des Phosphagens in der Chemie des Muskels 
weicht erheblich von der zurzeit tiblichen Anschauung ab. Die iibliche 
Auffassung geht darauf hinaus, da8 Phosphagen fiir den Muskelreiz von 
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Bedeutung ist, d.h. em Zwischenglied zwischen dem Reiz und den di 
Kontraktion herbeifiihrenden chemischen Anderungen innerhalb des Muskels ; 
als Stiitze dieser Auffassung dient die relativ starke Phosphagenspaltuny 
waihrend des ersteren Teils der Kontraktion. Dieser initiale starke Phos 
phagenzerfall laBt sich ohne Schwierigkeit mit meiner Auffassung in Ein 
klang bringen. Als Stiitze der genannten Auffassung dienen des weiteren 
Versuche, aus welchen hervorgeht, dafi die im Moment des Aufhérens de: 
Kontraktion gemessene Phosphagenspaltung in kurarisierten Muskeln 
geringfiigiger ist, als in normalen Muskeln, welche die gleiche Arbeit ge 
leistet haben (18). Bei tetramethylammoniumchloridvergifteten Muskeln 
kommt diese Erscheinung noch deutlicher zum Vorschein. In keinem de) 
Fille ist jedoch von Muskelkontraktionen ohne Phosphagenzerfall die Rede. 
Selbst in tetramethylammoniumchloridvergifteten Muskeln ist auf de: 
Hohe der Kontraktion eine Phosphagenmenge gespalten, die einem Drittel 
der gespaltenen Menge in normalen Muskeln entspricht (17). Die Erklaérung 
dieser eigentiimlichen Erscheinung, welche sich beim eisten Anblick nui 
schwerlich mit meiner hier aufgestellten Hypothese in Einklang bringen 
laBt, diirfte indessen in dem Umstande zu suchen sein, daB die Milchséure 
bildung in den mit einem der genannten Stoffe vergifteten Muskeln leichter. 
d.h. bei einer niedrigeren Orthophosphatkonzentration als in normalen 
Muskeln herbeigefiihrt werden kénne. Die Resynthese des Phosphagens 
wird solchenfalls friiher einsetzen, und die beim Aufhéren der Kontraktion 
gespaltene Phosphagenmenge dementsprechend kleiner sein. Nach diese: 
Richtung hin deutet vielleicht ebenfalls der Umstand, dal der Unterschied 
zwischen der in normalen Muskeln und in curarisierten bzw. tetramethy|- 
ammoniumchloridvergifteten Muskeln gemessenen Phosphagenspaltung bei 
wiederholten tetanischen Kontraktionen, wo die Milchséureanhéufung de: 
weiteren Milchsiurebildung Schwierigkeiten bereitet, verwischt wird. Falls 
die vorhergehenden Ausfiihrungen zutreffend sind, ware zu erwarten, dal} 
sich der experimentelle kalorische Milchsiurequotient in tetramethyl- 
ammoniumchloridvergifteten Muskeln dem theoretischen stark annihere 
oder mit diesem zusammenfalle, ein diametraler Gegensatz zu den Er- 
scheinungen bei monojodessigsiurevergifteten Muskeln, wo der kalorische 
Milchséurequotient unendlich grob ist, weil hier keine Milchséurebildung 
stattfindet. 

Die hier aufgestellte Hypothese mu8 auch mittels einer Untersuchung 
dariiber gepriift werden kénnen, ob die Phosphagenspaltung in monojod- 
essigséurevergifteten Muskeln mit der Energieleistung parallel lauft. In 
derartigen Versuchen mui indessen die wahrscheinlich ebenfalls in Jod- 
essigsiuremuskeln stattfindende geringfiigige Resynthese beriicksichtigt 
werden. 

SchlieBlich sei hervorgehoben, dab die hier aufgestellte Hypothese die 
Erklérung der ,,Sperrung®‘ der Muskeln erméglicht. Die Herbeifithrung 
einer Sperrung ist naémlich mittels einer Phosphagenspaltung mit unter- 
brochener Milchséurebildung denkbar. Die durch Monojodessigséure- 
vergiftung hervorgerufene Wirkung darf als eine Sperrung bezeichnet 
werden. 

Die Beobachtung von J. P. Hoet und H. P. Marks (10), dab seh 
glykogenarme Muskeln bei normaler Reaktion in kataleptischen Rigo: 
iibertreten, entspricht ziemlich genau meinem Befunde. In diesen Ver- 
suchen ist die Milchsiurebildung durch den Glykogenschwund aufgehoben 
worden, in meinen Froschmuskeln durch eine besondere Giftwirkung. 
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Zusammenfassung. 

1. Die Giftwirkung der Monojodessigsiure auf die quergestreifte 
Muskulatur ist dargestellt worden. 

2. Die totale Aufhebung der postmortalen Milchsiurebildung 
durch Monojodessigsiure ist nachgewiesen worden. 

3. Bei gewissen Versuchsbedingungen bewirkt eine Monojodessig- 
saurevergiftung das Erléschen des Milchsiurebildungsvermégens der 
Muskeln ohne EinbiiBung von deren Kontraktionsfahigkeit. 

4. Auf dieser Vergiftungsstufe erfolgt bei Tatigkeit ein Phosphagen- 
abbau, welcher nach einer verhaltnismaBig kurzen Reihe von Einzel- 
kontraktionen total ist. Der Muskel ist alsdann in Kontraktur iiber- 
getreten. 

5. Die durch die Phosphagenspaltung entbundene Phosphorsiure 
wird in Hexosephosphat umgewandelt. 

6. Die Hypothese ist aufgestellt worden, daB das Phosphagen bei 
der Muskelkontraktion die direkt energieerzeugende Substanz sei, 
wihrend die Milchsiurebildung eine fortdauernde Resynthese des 
gespaltenen Phosphagens bewirken soll. 

7. Die Energieumwandlungen, die nach dieser Hypothese im 
Muskel stattfinden diirften, sind dargestellt worden. 
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Die mitogenetische Strahlung des Blutes 
und der Gewebe von Wirbellosen. 


Von 


A. Potozky, 8. Salkind und J. Zoglina. 


(Aus der biologischen Station in Sebastopol und dem histologischen Institut 
der ersten Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Die Produktion mitogenetischer Strahlen bei Wirbellosen blieb 
bisher noch fast véllig unerforscht. An diesbeziiglichen Untersuchungen 
kénnen nur die Befunde von Frank und Salkind und von Salkind iiber 
mitogenetische Strahlung aus Seeigeleiern angefiihrt werden. Es 
erschien daher erwiinscht, diese Liicke nach Méglichkeit zu_fiillen. 
Wir haben einen Aufenthalt an der biologischen Station in Sebastopo) 
benutzt, um einige orientierende Versuche nach dieser Richtung durch- 
zufiihren. Es lag natiirlich am niachsten, zuerst das mitogenetische 
Vermégen der Hamolymphe, des physiologischen Aquivalents des Blutes 
der Wirbeltiere, zu priifen, dessen mitogenetische Strahlung von uns 
in einer vorangehenden Arbeit schon ausfiihrlich geschildert wurde. 


I. Verhalten der Himolymphe. 


Es wurde zuerst von Sorin und dann in ausfihrlicherer Weise 
von zweien von uns der Nachweis erbracht, daB dem Strahlungs- 
vermégen des Blutes in erster Linie oxydative Vorgange zugrunde 
liegen, wobei fiir das Wirbeltierblut als normaler Sauerstoffiibertrager 
das Oxyhaimoglobin in Betracht kommt. Es war daher von besonderem 
Interesse, zu eruieren, ob in dem himoglobinfreien Blute Wirbelloser 
ein Ersatz in diesem Sinne existiert. Es wurde von uns die dem Herzen 
entnommene Hamolymphe von zwei Krabbenarten (Carcinus maenas 
und Pachygrabsus) und eines Lamellibranchiaten (Mytilus edulis) 
gepriift. Die Technik wurde schon mehrmals in den vorangehenden 
Arbeiten und in erschépfender Weise zuletzt in Abderhaldens Handbuch 
von Gurwitsch geschildert, worauf hier verwiesen werden soll. Als 
Detektor wurden wie gewéhnlich Kulturen der Hefeart Nadsonia 
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benutzt und der Induktionseffekt an der Sprossenzahl im Vergleich 
zur Kontrolle bewertet. 

Es wurden im ganzen 19 Versuche mit Hamolymphe von Krabben 
und fiinf mit Hamolymphe von Mytilus ausgefiihrt. 


Tabelle I. 
Induktion mit Hamolymphe. 





Versuch Induktion Kontrolle Differenz Induktionseffekt 
Nr. > 0 0 ® 0 "lo 


A. Krabbe. 


1 14,5 9,4 5,1 54 
2 8,8 7,8 1,0 12 
3 12,0 10,4 1,6 15 
4 11,8 8,7 3,1 35 
5 14,0 10,0 4.0 40 
6 14,9 10,0 4,9 49 
7 14,9 10,1 4.8 48 
8 14,1 10,3 3,8 38 
9 14,0 9,1 4,9 53 
10 14,4 9,1 5,3 58 
11 14,1 9,5 4,6 48 
12 13,9 9,5 4,4 46 
13 13,8 9,0 4,8 53 
14 14,2 9,0 5,2 57 
15 15,2 10,2 5,0 50 
16 14,4 10,0 4,4 44 
17 13,4 9,3 4,1 44 
18 13,3 9,5 3,8 40 
19 11,9 7,9 4,0 50 
B. Mytilus. 
1 10,2 5,8 4,4 76 
2 9,5 5,8 3,7 64 
3 13,6 9,8 3,8 39 
4 14,1 9,8 4,3 43 
5 13,0 9.0 4,0 44 


Abgesehen von den Versuchen 2 und 3, die ein zweifelhaftes 
Resultat ergaben, und bei denen in den Versuchsprotokollen einige 
technische Mangel verzeichnet waren, sind die Ergebnisse, wie zu 
ersehen, eindeutig positiv und der Induktionseffekt sehr ausgesprochen 
(iiber 40°, im Mittel). 

Die Hamolymphe der Wirbellosen ist demnach analog dem Blute 
der Wirbeltiere ein kraftiger mitogenetischer Strahler. Es ist aber 
mit diesen Versuchen der chemische, die Strahlung erzeugende Vorgang 
noch nicht geklart. 

Die Versuche von Potozky und Zoglina ergaben, daB dem Wirbel- 
tierblut zwei Strahlungsquellen — eine oxydative und eine glykolytische 
—- zugrunde liegen. Sollte ein oxydativer ProzeB auch in der Hamo- 
lymphe vorliegen und als einzige Strahlungsquelle in Betracht kommen, 
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so miiBte die mitogenetische Strahlung bei Zusatz von KCN zur Hamo. 
lymphe schwinden. Unsere Versuche ergaben, da8 dies in der Tat 
der Fall ist. 

Tabelle II. 


Induktion mit Haimolymphe der Krabbe unter Zusatz von KCN (n/10000) 
(4 Tropfen Hamolymphe + 1 Tropfen KCN). 





Induktion Kontrolle Differenz Induktionseffekt 
0 0 0 


0 0 
Versuch 1. 


a) Normale Hamolymphe 14,4 
b) Dieselbe + KCN . . 10,0 
c) Desgleichen . . .. . 9,3 


Versuch 2. 


a) Normale Hamolymphe 13,9 46 


9,! : 
b) Dieselbe + KCN .. 9,2 9. e a 
9 — 42 


c) Desgleichen. . .. . 9,9 


Die Versuche sprechen demnach dafiir, daB als einzige nachweis- 
bare Quelle in der Hamolymphe oxydative Prozesse in Betracht 
kommen, was sich mit dem Verhalten des Froschblutes (Sorin) und des 
Vogelblutes (Anikin) deckt!. 

Ob dabei auch nicht unter speziellen Umstanden auch eine schwache 
glykolytische Strahlung mitspielen kann, soll erst im weiteren diskutiert 
werden. 

Tabelle III. 


Induktionseffekt mit Hamolymphe als Funktion von der Zeit nach Ent- 
< nahme aus dem lebenden Tiere. 
i 
Beginn 


des Versuchs nach Induktion Kontrolle Differenz Induktionseffekt 
Entnahme 


Min. 0 0 0 0 
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1 Was auf den von Warburg erbrachten Nachweis der nur minimalen 
Glykolyse im Blute mit kernhaltigen Erythrocyten zuriickfiihrbar ist. 
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Da die mitogenetische Strahlung als Folge von Oxydations- 
vorgangen in der Hamolymphe auftritt, war vorauszusehen, daB sie 
nur von kurzer Dauer in der iiberlebenden Haimolymphe sein wird. 
Es hat sich in der Tat ergeben, daB schon binnen 5 bis 10 Minuten nach 
Entnahme aus lebendem Tiere die mitogenetische Strahlung schwindet, 
woraus auf die Intensitaét der oxydativen Prozesse geschlossen werden 
kann. 


Der Schwund des Induktionseffektes aus gestandener Hamolymphe 
erméglicht es, der Frage iiber eventuelle Anwesenheit des glykolytischen 
Ferments in derselben naherzutreten. Indem wir von unseren voran- 
gehenden Versuchen (Potozky und Zoglina) mit Wiederherstellung des 
mitogenetischen Effekts aus dem Hungerblut ausgingen, haben wir 
einige Versuche mit Zusatz von Glykcse zu einer vor 10 Minuten ent- 
nommenen Haimolymphe durchgefiihrt (0,3°,, Glykose zur Halfte mit 
Himolymphe). Die Ergebnisse bleiben zweifelhaft, da sie ungefahr 
in die Nahe der Fehlergrenzen der Hefemethodik fallen. 


Tabelle Illa. 


Induktion mit 10 Minuten gestandener Lymphe unter Zusatz von Glykose. 





Induktion Kontrolle | Differenz oor 

0 0 0 0 u 0 o/, 
I 1. Normale Himolymphe. . 12,2 9,0 3,2 39 
2. Hamolymphe nach 10 Min. 8.6 9,0 — 0,4 — 5 
3. Desgleichen + Glykose . 10,1 8,3 1,8 21 

II 1. Normale Himolymphe . 11,9 7,9 4.0 50,3 
2. Hamolymphe nach 10 Min. 8,0 7,9 0,1 ie 
3. Desgleichen mit Glykose . 9,5 7,9 1,6 20 
4. » ‘ ‘ . 9,3 7,9 14 18 


Es war nun ferner von Interesse, die Himolymphe zu fraktio- 
nieren, d.h. den mitogenen Stoff nach Mdéglichkeit zu lokalisieren. 
Fiir das Wirbeltierblut konnte ja der Nachweis erbracht werden, dab 
die oxydablen Kérper (Polypeptide und Aminosiuren) nicht an die 
Formelemente, sondern an das Serum gebunden sind. Es wurde dem- 
entsprechend die Haimolymphe der Krabbe zentrifugiert und gesondert 
mit der fliissigen Komponente und mit dem Sediment induziert. Die 
Versuchsergebnisse weisen in eindeutiger Weise auf das Sediment 
(also vorwiegend Amébocyten) als Quelle der mitogenetischen 
Strahlung hin. 
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Tabelle IV. Induktion mit fliissiger Komponente und Sediment 
der zentrifugierten Héamolymphe. 





Induktion Kontrolle Differenz — 


%9 9}, 


. Normale Himolymphe. . 15,2 10,2 
| Wee. wk ke 11,0 10,2 
” hele eG 10,8 10,2 
Sh ae a 12,2 10,2 


OOD 


. Normale Himolymphe. . 14,2 9,0 
ee 10,7 10,1 

“ ee. Ser Se 10,5 10,1 
a re 12,5 10,1 


go NO 


. Normale Hiimolymphe . . 13,3 9,5 
. Sediment eee 13,6 10,1 
12,6 10,1 


oho 


> SOE ae me 6,1 6,3 
“ pe ee arn 6,0 6,3 
ee ee 8,2 6,3 


COD 


Il. Induktion mit Geweben Wirbelloser. 

Aus den Versuchen unseres Instituts mit verschiedenen Geweben 
von Wirbeltieren wissen wir, da die Mehrzahl der Gewebe unter 
normalen Verhaltnissen keine Strahler sind. Gleichzeitig ergab es sich, 
daB intensive proteolytische Prozesse Strahlungsquellen sind. Unsere, 
allerdings fragmentarischen, Befunde an Wirbellosen stehen im all- 
gemeinen im Einklang mit diesen Ergebnissen. Es wurde das mito- 
genetische Verhalten von Hoden, Hepatopankreas und Kiemen von 
Krabben gepriift. Die Priifung des Hodens war von besonderem 
Interesse, weil es sich um ein Organ mit zahlreichen Mitosenherden 
handelt. Die Ergebnisse sind in folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle V. Induktion mit Hodenbrei von Krabben. 





Induktion Kontrolle Differenz Induktionseffekt 
%o 9% °lo 
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Der positive Ausfall der zwei ersten Versuche lat sich darauf 
zurickfiihren, daB dem Hodengewebe zufallig Fragmente des Hepato- 
pankreas beigemengt wurden, das, wie wir noch des weiteren sehen 
werden, mitogenetisch strahlt. 

Die im groSen und ganzen negativen Ergebnisse mit dem Hoden- 
brei von Krabben stehen im Einklang mit den in unserem Institut 
gewonnenen Erfahrungen mit dem Hodenbrei von Wirbeltieren. Wie 
man diese Tatsache in Einklang mit der Anwesenheit zahlreicher 
mitogenetischer Herde im Hoden bringen kann, erscheint noch nicht 
ganz klar. 

Im Gegensatz zu den negativen Befunden mit Hodenbrei erhielten 
wir konstant positive und stark ausgesprochene Induktionseffekte mit 
Hepatopankreasbrei von Krabben. 


Tabelle Via. 


Induktion mit Hepatopankreasbrei von Krabben. 





Induktion Kontrolle Differenz Induktionseffekt 

® 0 e 0 %o %'o 
11,0 7,8 3,2 41 

9.5 8,7 0,8 9 
12,5 10,0 2.5 25 
12,3 10,1 2,2 22 
12,6 10,1 2,5 25 
14,5 94 5,1 54 
14,3 9,4 49 52 
14.6 9,4 5,2 55 
14,2 10,3 3,9 * 39 
14,4 10,: : 4,1 41 
14,9 10,3 4.6 46 

9,7 5.8 3,9 67 

9,8 5.8 4.0 68 


Die Deutung dieses Befundes bleibt etwas unsicher. Sofern es 
sich um ein Sekretionsorgan handelt, kommt der Induktionseffekt 
jedenfalls unerwartet. Da aber das Organ unbestreitbar auch die 
Statte intensiver Verdauungsprozesse ist, war die mitogenetische 
Strahlung eigentlich zu erwarten, da sie iiberall bei Proteolyse vor- 
gefunden wird und fiir den Darmbrei der Sauger von Karpas' nach- 
gewiesen wurde. 

Es seien noch zum SchluB die Befunde mit einem aus Kiemen der 
Krabbe bereiteten Brei mitgeteilt. Sie waren, wie iibrigens zu erwarten 
war, glatt negativ. 


1 Im Druck. 








184 A. Potozky. 8. Salkind u. J. Zoglina: Mitogenetische Strahlung usw. 


Tabelle VI. 


Induktion mit Kiemenbrei von Krabben. 





Induktion Kontrolle Differenz Induktionseffekt 
0 


%o 0 %9 


10,2 10,1 
9,1 9,0 
9,3 9,9 


10,2 10,1 0, 


1 
1 
1 
3 


b 


Zusammenfassung. 


1. Die Hamolymphe von Wirbellosen (Arthropode und Mollusk) 
besitzt das Vermégen mitogenetischer Strahlung. 


2. Es liegt derselben ein oxydativer Vorgang zugrunde. Ob auch 
Glykolyse unter normalen Umstanden beteiligt ist, bleibt zweifelhaft. 

3. Von drei auf ihr Strahlungsvermégen gepriiften Geweben der 
Arthropoden verhalten sich Hoden und Kiemen negativ, Hepato- 
pankreas ausgesprochen positiv. Letzteres Verhalten ist wohl auf 
intensive, in diesem Organ ablaufende proteolytische Prozesse zuriick- 
zufiihren. 


Wir haben dem Direktor der biologischen Station, Herrn W.N. Nikitin, 
und Herrn W. K. Popoff, Leiter der experimentellen Abteilung derselben, 
unseren ergebensten Dank fiir die uns erwiesene Gastfreundschaft und 
freundliche Anleitung in manchen biologischen Fragen auszusprechen. 
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Refraktometrische Studien iiber das Serumeiweib. 


I. Mitteilung: 
Die Bestimmung der GesamteiweiBmenge aus dem Brechungsindex. 


Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung der 
Naturwissenschaft. . 


Von 
D. von Desed. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. tierarztlichen 
Hochschule in Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Man findet nicht leicht ein Instrument, das sich bei wissenschaft- 
lichen und praktischen Untersuchungen ebenso bewahrt hatte, wie das 
Refraktometer, und infolgedessen in allen Gebieten der Wissenschaft, 
so auch in der Medizin, mit Vorliebe benutzt wird. 


Das Eintauchrefraktometer findet gegenwartig eine Vielseitige Ver- 
wendung, indem es bereits zu Milch- und Magensaftuntersuchungen, zu 
quantitativen Bestimmungen aller Art herangezogen wurde. Es sei an 
dieser Stelle nur auf das Referat von P. Rostock (1) hingewiesen, das uns 
iiber die Gebiete unterrichtet, in welche die Refraktometrie Eingang ge- 
funden hat. So wurde das Refraktometer schon friihzeitig zur .Eiweib- 
bestimmung im Serum verwendet. Die Resultate, die bisher gewonnen 
wurden, sind nicht eindeutig und lassen es erwiinscht erscheinen, die 
refraktometrischen Eiwei8bestimmungsmethoden einer neuen Priifung zu 
unterziehen. 

Diejenige Methode, die zur Ermittlung der GesamteiweiBmenge dient, 
wurde von Reiss angegeben. Es konnten niémlich gewisse Beziehungen 
zwischen dem Brechungsindex (BI.) und dem Trockensubstanzgehalt des 
Serums festgestellt werden, und da die Menge der NichteiweiSkérper als 
konstant angesehen werden kann, wird es méglich, aus dem BI. iiber den 
EiweiBgehalt des Serums gewisse Schliisse zu ziehen. Die diesbeziiglichen 
Zahlenwerte wurden von Reiss in einer Tabelle zusammengefabt. Die 
Bestimmung gestaltet sich demnach sehr einfach: Man ermittelt den BI. 
des Serums und sucht dementsprechend den EiweiBgehalt aus der Tabelle 
heraus. Dies ist ein Verfahren, das nur ganz geringe Serummengen erfordert 
und uns rasch die gewiinschte Aufklirung verschafft, die sonst nur viel 
schwieriger und nur mit bedeutend mehr Material zu erreichen ist. Dies 





NEE RRA ENTE TOTS 


186 D. von Deseé: 


sind die Vorteile der Reissschen Methode, es mu aber gleichzeitig die 
Frage beantwortet werden, ob die dabei gewonnenen Resultate auch richtig 
sind. Man findet die gewiinschte Aufkléarung bei Reiss (2) in einer zu- 
sammentassenden Darstellung, worin es heiBt, daB die nach der Methode 
gewonnenen Resultate im allgemeinen um 8 bis 10° hdéher sind als die- 
jenigen EiweiBmengen, die sich aus dem koagulierbaren N ergeben. Ahnliche 
Unterschiede wurden nachher auch von anderen Autoren (3) beobachtet 
und es erscheint demnach ganz richtig, daB der nach der Reissschen Methode 
ermittelte EiweiBgehalt nur ein approximativer ist. Dies gibt auch Reiss 
in seiner vorher erwahnten Abhandlung zu und verlangt, da’ man nicht 
den EiweiBgehalt, sondern den ermittelten BI. zum Vergleich heranziehen 
soll. ,,Fiir wissenschaftliche Untersuchungen ist dieser Wert der allein 
exakte, fiir praktische, insbesondere klinische Untersuchungen ist es an- 
genehm, einen tibersichtlicheren Ausdruck zu gewinnen.‘‘ Es gibt somit 
zwischen dem BI. und dem EiweiBgehalt des Serums keine feststehende 
Beziehung, und wenn in der Tabelle ein konstanter Brechungszuwachs (BZ. ) 
fir die 1°%ige EiweiBlésung angenommen wird, so kann dieser nur ein 
durchsechnittlicher Zahlenwert sein. Will man nun iiber die Schwankungs- 
breite des BZ. eine klare Vorstellung gewinnen, dann wird man vor eine 
recht schwierige Aufgabe gestellt, da die zurVerfiigung stehenden Literatur- 
angaben sehr verschieden sind. Diese wurden in der Arbeit von Schretter (4) 
in einer Tabelle zusammengefaBt. 

Die am besten iibereinstimmenden Zahlenwerte, die zwischen 0,001 95 
und 0,00202 schwankend sich aus den Mittelwerten von sechs Autoren 
ergeben, weisen einen Unterschied nur von 7 Einheiten in der fiinften 
Dezimale auf. Diese stimmen demnach sehr gut iiberein, und man wird 
den SchluB ziehen, daB der spezifische BZ. eine konstante GréBe darstellt. 
Falls aber die bei den einzelnen Autoren gefundenen Grenzwerte beriick- 
sichtigt werden, wird man zu der Ansicht von Starlinger und seinen Mit- 
arbeitern (5) neigen, wonach der BI. des Serums zur EiweiBbestimmung ganz 
entschieden abzulehnen ist. Es hat Schretter diesbeziiglich darauf hin- 
gewiesen, daB die groBen Unterschiede, die in den Grenzwerten vorkommen, 
aller Wahrscheinlichkeit nach auf Versuchsfehler zuriickzufiihren sind, 
die bei der EiweiBbestimmung begangen wurden. Sollte dies zutreffen, 
dann ware der BI. zur EiweiBbestimmung im Serum besonders geeignet. 


Wie aus dieser kurzen Ubersicht zu entnehmen ist, sind die 
Anschauungen tiber die Brauchbarkeit des Refraktometers sehr ver- 
schieden. Man darf gegenwiartig den auf diese Weise ermittelten EiweiS- 
mengen keine besondere Genauigkeit beimessen. 


Es mubte demgema8 bei den vorliegenden Untersuchungen be- 
sondere Sorgfalt auf die Wahl der zu befolgenden EiweiBbestimmungs- 
methode gelegt werden. Die auf chemischem Wege gewonnenen Eiweil3- 
mengen sind schon oft genug zur vergleichenden Untersuchung heran- 
gezogen worden, deren Resultate nicht eindeutig sind, und es wurde 
eben aus diesem Grunde in den vorliegenden Untersuchungen die 
gravimetrische EiweiSbestimmung gewahlt. Das zu untersuchende 
Serum wurde zehnfach mit halbgesittigter NaCl-Lésung verdiinnt 
dann mit n/12,5 Essigsiure angeséiuert und aufgekocht. Die Saure 
wurde zum verdiinnten Serum im Verhaltnis von 2:20 zugesetzt 
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Das auf diese Weise erhaltene Koagulum wurde auf gehartetem Filtrier- 
papier (Schleicher u. Schiill, Nr. 575) gesammelt, das vorher bei 100° C 
10 bis 12 Stunden lang getrocknet, dann im Exsikkator tiber Schwefel- 
siure aufbewahrt und nach einer Stunde gewogen wurde. Das Aus- 
waschen des Koagulums erfolgte mit kochendem destillierten Wasser 
und wurde bis zum Verschwinden der Cl-Reaktion fortgefiihrt. Das 
Filtrierpapier wurde jetzt samt EiweiB getrocknet und dann gewogen, 
wobei es auf dieselbe Weise behandelt wurde wie vorher. Es hat sich 
dabei in der Mehrzahl der Fille ein gut filtrierbarer Niederschlag er- 
geben, es ist jedoch auch vorgekommen, da das Filtrat etwas opales- 
zierend erschien, ohne darin EiweiB nachweisen zu kénnen, und hier 
und da war es sehr schwer zu filtrieren. Durch diese Beobachtungen 
veranlaBt, wurde auch die Bestimmung des Albumin- und Globulin- 
gehalts und spiiter statt des Aufkochens die EiweiBfallung mit Tri- 
chloressigsiure vorgenommen. 

Der getrocknete Niederschlag wurde nicht in allen Fallen mit 
Alkohol und Ather behandelt, wie es allgemein iiblich ist, es konnte 
nimlich in mehreren Fallen festgestellt werden, daB sich dessen Gewicht 
auch nach einer sechsstiindigen Atherextraktion im Soxhletapparat, 
die der Alkoholbehandlung folgte, nicht anderte, falls der Niederschlag 
immer die gleiche Zeit lang getrocknet wurde. Es ergibt sich daraus, 
daB in den vorliegenden Untersuchungen, die sich auf das Serum einiger 
pflanzenfressenden Haustiere beziehen, das Fett keinen stérenden 
Einflu8 ausiibte. Die Bestimmung des BI. erfolgte in der tiblichen 
Weise mit dem Zeissschen Eintauchrefraktometer, und es laBr sich 
demgemaB die auf Grund des BI. nach Reiss ermittelte Eiweibmenge 
mit den Ergebnissen der gravimetrischen Bestimmung vergleichen. 
Die ersten 14 Versuche, die in folgender Tabelle angefiihrt wurden, 
beziehen sich auf Seren normaler Pferde, wahrend die tibrigen mit 
Rinderseren ausgefiihrt wurden. 

Es ergibt sich aus den in Tabelle I angefiihrten Zahlenwerten 
ohne weiteres, daB nach der Reissschen Methode durchweg héhere 
EiweiBwerte gefunden werden als bei der gravimetrischen Bestimmung. 
Die Unterschiede, die dabei beobachtet werden, schwanken bei den 
im Pferdeserum gewonnenen Zahlenwerten zwischen 1,5 bis 4,7 °, 
und ergeben im Mittel bei 14 Bestimmungen 3,2°,. Die Abweichungen 
sind demnach viel geringer, als wenn chemisch ermittelte Eiweil- 
mengen zum Vergleich herangezogen worden waren. Die Unterschiede 
werden jedoch doppelt so gro8, falls man diejenigen Resultate ins Auge 
faBt, die sich im Rinderserum ergeben haben, indem diese im Mittel 
bei sechs Versuchen 6,3 °, erreichen. Man wire geneigt, diese Unter- 
schiede auf die Eigenart der EiweiBkérper zuriickzufiihren, wie dies 
auch unseren diesbeziiglichen Kenntnissen durchaus entsprechen 
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wiirde; die Ursache ist jedoch anderenorts zu suchen, wie aus dem 
folgenden hervorgeht. 
Tabelle I. 





Brechungs- Eiweifgehalt des Serums 


Proto- index Skalenteile in Prozenten Differenz 
des Serums 
|} 7 


koll- 
Nr. 


im in 


Refraktometer ~ Prozenten 


gravimetrisch nach Retss 


5065 61,20 8,10 
4838 55,05 7,04 
5154 | ~S 63,60 8,64 
4806 54,20 6,81 
4793 53.88 6,68 
4805 54,18 6,83 
4794 53,90 6,75 
4821 54,60 7,00 
4840 | 55,10 6,98 
4856 55,55 7,05 
4817 54,50 6,99 
4877 } 56,10 
4953 58,20 
4966 58,50 
5178 64,15 
4847 55,30 
5086 61,75 
14 5017 59,75 
15 4838 55,05 
16 4999 59,40 
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Es wurde bereits dargelegt, daB in den vcrliegenden Untersuchungen 
besonderes Gewicht auf die Bestimmung des EiweiSgehalts gelegt und 
deshalb neben dem GesamteiweiB gleichzeitig auch die Menge des 
Albumins und Globulins bestimmt wurde. Man konnte auf diese Weise 
die erhaltenen Resultate gegenseitig iiberwachen und es hat sich ergeben, 
da der nach dem Aufkochen gewonnene EiweiSgehalt manchmal 
niedriger war als derjenige, der sich aus der Menge des Albumins und 
Globulins ergeben hat. Falls die Unterschiede 0,1 g iiberschritten 
haben, wurde die Summe der Albumin- und Globulinmenge als Gesamt- 
eiweiB angegeben, falls nicht, dann wurde der Mittelwert der beiden 
Bestimmungen genommen. Die Verluste, die in dem EiweiSgehalt 
durch das Aufkochen verursacht wurden, traten auch bei den Pferde- 
seren in Erscheinung, jedoch in viel geringerem MaSe als bei den Rinder- 
seren. Man kann hieriiber Aufschlu8 gewinnen, falls diejenigen Resultate 
verglichen werden, die sich nach Fallung durch Aufkochen und durch 
Trichloressigsiure im Pferdeserum ergeben haben. Diese letztere fand 
in den Versuchen Nr. 8 und 11 bis 14 Verwendung. Wahrend nimlich 
die refraktometrisch gefundene EiweiSmenge in diesen Versuchen nur 
um 2,5 °, héher ist, betragt dieser Unterschied bei den iibrigen Zahlen- 
werten, die ebenfalls in Pferdeseren gewonnen wurden, 3,7 ° Es 
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ist somit auch im Pferdeserum mit etwa 1°,,igem EiweiBverlust beim 
Aufkochen zu rechnen und man wird wohl annehmen kénnen, daB 
dieser Fehler mindestens doppelt so gro8 im Rinderserum ist, da die 
Parallelbestimmungen weniger gut tibereinstimmten. Es waren hier- 
durch etwa zwei Drittel des Unterschieds erklart, der in Pferde- und 
Rinderseren zwischen den nach beiden Methoden gewonnenen Resultaten 
zu beobachten ist. Es bleibt nur noch eine Abweichung von | °,, iibrig, 
wofiir die Methode von Reiss verantwortlich gemacht werden kann, 
und zwar deshalb, weil dabei ein konstanter Zahlenwert (0.00277) 
fiir den Brechungsanteil der Nichteiweibstoffe angenommen wird. 
Wie es im folgenden dargelegt wird, wurden im Mittel 1,26°, NaCl 
im Pferde- und 1,38°,, im Rinderserum fiir die Menge dieser Stoffe 
gefunden. Dem Unterschied, der sich zwischen diesen Zahlenwerten 
ergibt, entspricht ein Brechungszuwachs von der GréBe 0,00020, 
gleich etwa 0,1 g Eiwei8, das beim mittleren EiweiBgehalt von 7,5 g 
zu einer um 1,3°%, héheren EiweiBmenge gefiihrt hatte. Wenn wir 
nun unsere Betrachtungen mit der Feststellung schlieBen, daB die 
nach der Reissschen Methode im Pferdeserum gewonnenen Eiweif- 
werte um 3%, héher sind als die gravimetrisch ermittelten, und daB 
sich dieser Unterschied im Rinderserum auf 4°, erhéht, dann wurden 
unsere Kenntnisse nur insofern erweitert, als sich diese Unterschiede 
recht konstant erwiesen haben und es an einem Beispiel gezeigt werden 
konnte, wie die Menge der NichteiweiBkérper den refraktometrisch 
ermittelten EiweiBgehalt beeinfluBt. 


Es ergibt sich daraus des weiteren, daB, falls ein besseres Ver- 
fahren zur Bestimmung des GesamteiweiBes ausgearbeitet werden 
sollte, dieses die Menge der NichteiweiSstoffe zu beriicksichtigen und 
den BZ., der durch den EiweiBgehalt einer 1°,igen Serumeiweib- 
lésung bedingt wird, einer neuen Priifung zu unterziehen hat. Die 
von Robertson (6) angegebene Methode beriicksichtigt zwar die erste 
Anforderung, ist aber aus gewissen Griinden, die in der nichsten Mit- 
teilung dargelegt werden, zur Bestimmung des EiweiSgehalts nicht 
anzuraten. Das Prinzip jedoch, wonach die Bestimmung der Nicht- 
eiweiBstoffe erfolgt, wurde auch bei den vorliegenden Untersuchungen 
angewendet. Es waren allerdings gewisse Anderungen notwendig, und 
zwar deshalb, weil die n/25 Essigsiure, die von Robertson dazu ver- 
wendet wurde, ihrem Zwecke nicht immer entspricht. Das Eiweif 
wird namlich beim darauffolgenden Erhitzen in vielen Fallen nur 
unvollstindig koaguliert, und es ist demzufolge die Fliissigkeit, die 
nach dem Abzentrifugieren gewonnen wird, ganz triib. Es wurden 
nun Versuchen in dieser Richtung mit n/25, n/12,5 und n/6,25 Essig- 
siure ausgefiihrt, und zwar auf die Weise, daB Proben desselben Serums 
zu gleichen Teilen mit den Lésungen versetzt und nachher in zu- 
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geschmolzenen Réhrehen von gleicher Wanddicke in demselben Wasser- 
bad gleichzeitig erhitzt wurden. Die folgende Tabelle II gibt Auskunft 
iiber die Resultate dieser Versuche, die an Pferde- (Nr. 1 bis 3) und 
Rinderseren ausgefiihrt wurden. Die Berechnung des Brechungs- 
anteiles erfolgte nach Robertson. 


Tabelle II. 





Der Brechungsanteil der Nichteiweifstoffe 
nach Kobertson bei Verwendung von 





n/12.5 n/6,25 


Essigsiiure 


0,002 18 

2.08 

224 

2.08 2.08 
2 64 2: 2 36 


Wie aus den Zahlenwerten der Tabelle II hervorgeht, schwankt 
die GréBe des Brechungsanteiles, der auf die NichteiweiBkérper entfillt, 
ganz betrachtlich, falls bei der Bestimmung Essigsiure von _ ver- 
schiedener Konzentration verwendet wird. Die Unterschiede, die sich 
dabei ergeben, sind nicht konstant. Der niedrigste Zahlenwert wurde 
ohne Ausnahme in denjenigen Réhrehen gefunden, deren Inhalt mit 
n/12,5 Essigsiure versetzt wurde. Da die niedrigsten Zahlenwerte 
aller Wahrscheinlichkeit nach die richtigen sind, wurde n/12,5 Essig- 
siure zur Bestimmung der Menge der Nichteiwei®kérper auch in den 
vorliegenden Versuchen verwendet. Da der BI. und der EiweiSgehalt 
des Serums bereits bekannt waren, konnte der BZ. in 1 %,iger Serum- 
eiweiBlésung berechnet werden. Die Resultate faBt Tabelle IIT zu- 
sammen. Es fand dabei auch das spezifische Gewicht des Serums 
Beriicksichtigung, das ebenso wie der BI. bei 17,5° C ermittelt wurde. 
Die Versuche wurden in diesem Falle nach GréBe des gefundenen BI. 
geordnet. 


Die ersten 14 Versuche der Tabelle III beziehen sich auf die 
Pferde- und die folgenden auf die Rinderseren. Die dabei gewonnenen 
Resultate sollen getrennt betrachtet werden. Es ist aus den Zahlen- 
werten zu ersehen, daB wahrend der BI. des Pferdeserums von 1,347 93 
auf 1,35154 steigt, sich gleichzeitig auch der Eiwei8gehalt von 6,68 
auf 8,64°,, erhéht. Setzt man nun die entsprechenden Zahlenwerte 
in Beziehung zueinander, indem der auf das Wasser und die Nichteiweih- 
kérper entfallende Brechungsanteil aus dem BI. des Serums abgezogen 
und die auf diese Weise gewonnene Differenz durch den EiweiBgehalt 
dividiert wird, dann ergibt sich derjenige Brechungszuwachs, der durch 
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das SerumeiweiB in 1°,iger Konzentration hervorgerufen wird. Es 
ergeben sich fiir diesen sogenannten spezifischen BZ. im Pferdeserum 
die Grenzwerte 0,00185 und 0,00192, die somit sehr nahe beieinander 
liegen. Der Mittelwert aus 14 Bestimmungen betragt 0.00188, wobei 
der durchschnittliche Fehler nur 0,000016 gleich +- 0,8°, ausmacht. 
Dies beweist, daB der EiweiBgehalt des Serums aus dem BI. richtig 
ermittelt werden kann, und zwar mit solcher Genauigkeit, wie sie durch 
irgendeine andere Methode nur sehr miihsam erreicht werden kénnte. 
Es entspricht namlich dem durchschnittlichen Fehler beim mittleren 
EiweiBgehalt von 7,24 g ein Unterschied von +- 0,05 g, somit + 0,7 %%, 
und dies ist bei der Ablesung im Refraktometer einer Differenz von 
-+- 0,25 Skalenteilen gleich. 


Tabelle Ill. 





| 











l Brechungs- Eiweif- Pan @ Es entfillt auf eine 1°/y-ige 
| index gehalt bei 17 50" Eiweiimenge die Zunahme 
: Brechungs- ee a 
0- il de 
Nr. anon des Serems NichteiwelB- in der Brechung nach Abzug im 
WT ONp. | ‘ kérper des Brechungsindex der spez. 
AP ERS eae eae Ge- 
ose 
JS er 0/9 i 0,00... 0,00... 0,00... 0,00... 
1 12 4793 6,68 259 204 190 194 283 
2] 18 4794 6,75 257 200 189 192 277 
3 | 17 4805 6,83 260 176 192 192 278 
4 8 4806 6,8L | 259 204 188 193 278 
5 || 22 4817 6,99 261 204 185 189 273 
6 | 19 4821 7,00 258 192 187 189 269 
7 6 4838 7,04 264 192 188 190 276 
8 | 20 4840 | 6,98 263 204 189 193 277 
9 || 21 4856 7,05 265 216 187 193 277 
10 23 4877 7,23 266 216 186 191 271 
11 | 24 4953 7,63 279 210 187 191 274 
12 | 25 4966 7,73 283 204 187 199 .| 276 
13 5 5065 8,10 293 196 192 194 275 
14 7 5154 8,64 309 200 189 192 277 
15 || 15 4838 6,84 265 224 189 196 285 
16 3 4847 6.85 264 216 191 197 283 
17 || 16 4999 7,59 287 216 193 198 286 
18 14 5017 7,83 293 212 190 194 285 
19 || 13 5086 8,13 | 295 212 191 196 277 
20 1 5178 8,55 318 238 189 197 290 


Es wurde in den vorliegenden Untersuchungen auch das spezifische 
Gewicht der Seren ermittelt, um die Richtigkeit der gefundenen Eiweib- 
menge auch auf andere Weise iiberwachen zu kénnen. Die Parallel- 
bestimmungen, deren Mittelwerte in Tabelle II] Aufnahme gefunden 
haben, wurden gréBtenteils in Pyknometern von 5cem Inhalt aus- 
gefiihrt. Die gréBte Abweichung betrug dabei - 2 Einheiten in der 
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vierten Dezimale, es war jedoch in der iiberwiegenden Mehrzahl der 
Bestimmungen nur ein viel geringerer oder iiberhaupt kein Unterschied 
vorhanden. Eine gewisse Unsicherheit ist bei den ersten sieben Ver- 
suchen nicht zu verkennen. Um die Richtigkeit der EiweiSbestimmung 
zu priifen, wurde aus dem spezifischen Gewicht des Serums der auf 
eine 1 °.,ige NaCl-Lésung entfallende Betrag abgezogen und der Rest 
durch die ermittelte EiweiBmenge dividiert. Das spezifische Gewicht 
der 1° igen NaCl-Lésung wurde ebenfalls bei 17,5°C bestimmt und 
zu 1,0070 gefunden. Die auf diese Weise erhaltenen Resultate wurden 
in der letzten Spalte der Tabelle III angefiihrt. Es 1aé8t sich daraus 
entnehmen, da das spezifische Gewicht im Pferdeserum durch die 
EiweiBeinheit um einen konstanten Betrag erhéht wird. Es sind zwa: 
gewisse Unterschiede zwischen den Grenzwerten (0,00269 und 0,002 83) 
vorhanden, die jedoch neben der Zahl der Bestimmungen das Resultat 
praktisch nicht bestimmen und infolgedessen der Mittelwert, der 0.00276 
betragt, nur mit einem durchschnittlichen Fehler von +- 2 Einheiten 
in der fiinften Dezimale behaftet ist. Dies verursacht bei einem mittleren 
EiweiBgehalt von 7,24g eine Unsicherheit von + 0,8°,, indem die 
gefundenen EiweiBmengen ebenso 7,19 wie auch 7,30 g sein kénnten. 

Man wird aus den angefiihrten Versuchsergebnissen darauf 
schlieBen, daB der EiweiBgehalt des Serums aus dem BI. ebenso wie 
auch aus dem spezifischen Gewicht ermittelt werden kann. Beide 
Bestimmungen gleichzeitig ausgefiihrt, bekraftigen das erhaltene 
Resultat, falls dabei der Unterschied + 1,5°%, nicht iiberschreitet. 
Dies ist die héchste noch zulassige Abweichung, die gefunden wird, 
sobald sich die Fehler von gleichem Vorzeichen addieren. Es wird 
dadurch méglich, den EiweiBgehalt irgendeines Serums innerhalb 
kurzer Frist recht genau zu bestimmen, indem durch Parallelbestim- 
mungen die Fehlerméglichkeiten vermindert werden kénnen. Die 
Resultate lassen sich aber nicht nur in diesem Sinne verwerten, sondern 
sind auch deshalb von besonderem Interesse, weil die Grundlagen 
beider Bestimmungen verschieden sind. Es wurde namlich bei der 
Berechnung des spezifischen BZ. die Menge der Nichteiweibstoffe 
beriicksichtigt, wahrend bei dem Auffinden der Beziehungen zwischen 
spezifischem Gewicht und Eiweifgehalt fiir die NichteiweiBkérper das 
spezifische Gewicht der 1 igen NaCl-Lésung eingesetzt wurde. Die 
Ergebnisse sind dessenungeachtet doch gleichsinnig. Man wird hierdurch 
dazu veranlaBt, auch den BZ. unter gleicher Voraussetzung berechnen 
zu sollen. Wird dies durchgefiihrt, dann ergeben sich die in der vor- 
letzten Spalte der Tabelle ITI angefiihrten Zahlenwerte. Diese schwanken 
zwischen 0,00189 und 0,00194. Der Mittelwert ergibt sich dabei zu 
0,00192 und der durchschnittliche Fehler betragt 0,000014. Der auf 
diese Weise gewonnene BZ. eignet sich mindestens ebensogut, wenn 
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nicht besser, zur Berechnung des EiweiBgehalts wie derjenige, der sich 
hei Beriicksichtigung der Nichteiweifstoffe ergeben hat. 

Betrachtet man nun diejenigen Versuche, die in Rinderseren aus- 
gefiihrt wurden (Nr. 15 bis 20), dann ergibt sich, daB zwar der ermittelte 
BI. und das spezifische Gewicht mit den entsprechenden Zahlenwerten 
der Pferdeseren durchweg gleich sind, im Eiweibgehalt jedoch Unter- 
schiede aufweisen. Die auf die EiweiBeinheit berechneten Zahlenwerte 
werden demzufolge etwas héher, indem sich der spezifische BZ. im 
Mittel zu 0,00191 bzw. 0.00194 und die Zunahme des spezifischen 
Gewichts im Mittel zu 0,00284 ergeben haben. Es liegt kein Grund 
vor, aus diesen Resultaten den SchluB zu ziehen, daB es sich beim 
Rinde um prinzipielle Unterschiede handelt, da doch beide durch 
systematische Fehler, die sich bei der EiweiBbestimmung geltend 
machen, bedingt sein kénnen. Es spricht dafiir auch der oben erwahnte 
Umstand, wonach im Verhalten des BI. und des spezifischen Gewichts 
keine auffallenden Unstimmigkeiten vorkommen. Die richtige EiweiB- 
menge kann man aber auch berechnen, und zwar sowohl auf Grund 
des BZ., wofiir uns zwei Zahlenwerte zur Verfiigung stehen, als auch 
aus dem spezifischen Gewicht. 


Tabelle IV. r 





Der Eiweifgehalt der mit den Protokollnummern 


Die Bestimmung Tah eee : oe 
des Eiweifigehaltes erfolgte 15 3 ...2m “Ti a 


13 1 
bezeichneten Rinderseren 


gravimetrisch ........ 684 685 7,59 783 813 8,55 
aus dem Brechungsindex, Nicht- 
eiweibstoffe beriicksichtigt . 6,88 697 7,7 


8 | 7,90 | 827 | 8,62 
aus dem Brechungsindex, Nicht- 
3 


eiweibstoffe gleich 1%ig. NaCl 7,00 7,04 7,85 7,93 8,29 8,77 
aus dem spezifischen Gewicht . 7,07 7,03 7.86 8,08 8,15 8,99 


Es ist aus Tabelle IV zu ersehen, daB die aus dem BI. und aus 
dem spezifischen Gewicht berechneten Zahlenwerte mit Ausnahme 
des Serums, Protokoll Nr. 1, gut tibereinstimmen. In diesem Falle 
wurde jedoch noch ein 2 cem fassendes Pyknometer verwendet, und der 
beobachtete Unterschied ist wobl auf diesen Umstand zuriickzufihren. 
Der auf diese Weise ermittelte Eiwei8gehalt ist um 2 bis 3°, héher als 
derjenige, der gravimetrisch gefunden wurde. Es hat sich dasselbe 
bereits beim Vergleichen mit den nach Reiss ermittelten EiweiBmengen 
ergeben, wobei schon darauf hingewiesen wurde, da die Verluste beim 
Kochen zu den niedrigeren Zahlenwerten gefiihrt haben. Dies ist auch 
die Ursache davon, da8 sich fiir die Menge der Nichteiweibstoffe im 
Rinderserum héhere Zahlenwerte ermitteln lieBen als im Pferdeserum. 
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Der Unterschied ist allerdings nicht sehr gro8, indem derjenige 
Brechungsanteil, der im Pferdeserum auf die NichteiweiBstoffe entfallt 
im Mittel 0,00201 betrigt, wahrend er sich im Rinderserum zu 0,002 20) 
ergibt. Die Differenz zwischen diesen Zahlenwerten macht etwa 1,5 
des auf das Eiweif entfallenden Brechungsanteils aus, und dies ver 
ursacht nur soleche Abweichungen in der EiweiBmenge, die die Fehle1 
grenze der Methode nicht iiberschreiten. 

Es ergibt sich daraus, da8 man auch in diesem Falle iiberein 
stimmende Resultate erhalt, falls der auf die NichteiweiBkérper ent- 
fallende Brechungsanteil mit demjenigen der 1°,igen NaCl-Lésung 
gleichgesetzt wird; es muB nur der entsprechende Zahlenwert fiir den 
spezifischen Brechungszuwachs des EiweiBes eingesetzt werden. Dies 
kann auch als Erklarung dafiir dienen, daB die beobachteten Unter 
schiede bei der Reissschen Methode von konstanter GriBe waren 
obgleich dabei fiir den Brechungsanteil sowohl der Nichteiweifstoffe 
als auch des EiweiBes ganz andere Zahlenwerte Anwendung gefunden 
haben. Es kann auf Grund vorliegender Untersuchungen kein Zweife| 
dariiber bestehen, daB bei der Reissschen Methode die Konstanten 
fiir die NichteiweiBstoffe zu hoch und fiir das EiweiS zu niedrig sind. 
Die Frage bleibt jedoch noch unbeantwortet, welcher der beiden Zahlen- 
werte, die sich in meinen Untersuchungen ermitteln lieBen, den richtigen 
spezifischen Brechungszuwachs fiir das Serumeiweif darstellt. 

Es soll aus diesem Grunde die refraktometrische Bestimmung der 
NichteiweiSstoffe genauer erértert werden. Wie es aus der folgenden 
Mitteilung, die sich mit der Robertzonschen Methode befaBt, hervorgeht, 
erhalt man nach der Hitzekoagulation des EiweiBes keineswegs die 
Menge der NichteiweiBstoffe. Es konnte namlich nachgewiesen werden, 
daB die Brechungszunahme, die allgemein mit der Menge dieser Kérper 
in Beziehung gesetzt wurde, dadurch entsteht, daB das Eiweif beim 
Koagulieren Wasser bindet und infolgedessen eine Eindickung der 
Lésung bedingt. Die Brechungszunahme entspricht somit nicht der 
wahren Menge der NichteiweiBkérper. Es soll nicht in Abrede gestellt 
werden, daB, in je gréBerer Menge diese Stoffe im Serum enthalten 
sind, um so bedeutender die Eindickung sein wird, es kommt aber dies 
auch dann zustande, wenn bei normalem NichteiweiSgehalt das Serum 
sehr reich an EiweiB gewesen ist. Man findet zwar in den vorliegenden 
Versuchsergebnissen keinen Beweis fiir die letztere Annahme, da sich 
der auf die NichteiweiSkérper entfallende Brechungsanteil nicht mit 
der EiweiBmenge parallel andert, es kénnen jedoch dafiir zwei Méglich- 
keiten verantwortlich gemacht werden. Es ist erstens damit zu rechnen, 
daB das Wasserbindungsvermégen des Serumeiweibes verschieden ist, 
und zweitens, daB die erhaltenen Resultate infolge unvollstandiger 
EiweiBkoagulation oder Lésung beim Erhitzen unsicher werden. 
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Wie dem auch immer sei, so viel kann festgestellt werden, daBi 
die auf obige Weise erhaltene Menge der NichteiweiBstoffe nicht im 
Serum vorhanden ist und somit der darauf entfallende Brechungs- 
anteil bei der Berechnung des spezifischen BZ., der durch | °,ige Eiweib- 
konzentration hervorgerufen wird, nicht in Abzug gebracht werden 
darf. Man wird den Brechungsanteil der 1° igen NaCl-Lésung dafiir 
einsetzen kénnen. Es stellt demnach die ZahlengréBe 0,00192 den 
richtigen spezifischen BZ. des Serumeiweifes dar. 


Es scheint jedoch ganz sonderbar, daB die Bestimmung der Nicht- 
eiweiBkérper iiberfliissig sei, besonders dann, wenn diese im Serum 
in groBer Menge vorkommen. Uber die Griéfe der Abweichung, die 
sich demzufolge bei der EiweiSbestimmung geltend macht, kann man 
auf Grund einiger Literaturangaben unterrichtet werden. So hat z. B. 
Eichhorst (7) fiir den héchsten Wert von Rest-N 182 mg-°,, bei einer 
Nephritis gefunden. Wird dies als Harnstoff berechnet, dann ergibt 
sich der diesbeziigliche Brechungsanteil zu 0,00026, das 0,13 g Eiweifs 
entspricht. Der Blutzuckerspiegel kann bedeutend héher sein, indem 
Seelig (8) im Blute eines Hundes infolge von verschiedenen operativen 
Kingriffen als héchsten Wert 322 mg-°,, angegeben hatte. Dies ver- 
ursacht eine fast doppelte Erhéhung des Brechungsanteiles im Vergleich 
zum Rest-N, da dessen GréBe jetzt 0.00046 betragt und diesem 0,24 g 
Eiwei8 entspricht. Es wird dadurch bei einem mittleren EiweiSgehalt 
von 7,24 g im ersten Falle eine 1,8- und im zweiten eine 3,3 °,ige Ab- 
weichung entstehen. Dies sind allerdings extreme Falle und man wird 
wohl in der tiberwiegenden Mehrzahl der Untersuchungen dieser Art 
die Bestimmung der NichteiweiBkérper vermeiden kénnen, ohne einen 
groben Fehler zu begehen, dies um so weniger, als diejenigen Fehler, 
die bei der Bestimmung der Nichteiweibstoffe entstehen kénnen, die 
Ermittelung des EiweiBgehalts in viel gréBerem MaBe beeintrachtigen, 
als die Schwankungen in der Menge jener Stoffe. . 


Zusammenfassung. 


Es wurde in den vorliegenden Untersuchungen besonderes Gewicht 
auf die Bestimmung des EiweiBgehalts gelegt, um die Brauchbarkeit 
des BI. bei der Berechnung der EiweiBmenge klarzulegen. Es wurde 
aus diesem Grunde auBer dem Gesamteiwei auch der Albumin- und 
Globulingehalt von Pferde- und Rinderseren gravimetrisch ermittelt. 
Der auf diese Weise gewonnene EiweiSgehalt wurde durch die Be- 
stimmung des spezifischen Gewichts noch erginzt, das ebenso wie 
der BI. bei 17,5°C ermittelt wurde. 

Der EiweiBgehalt wurde nun mit denjenigen Zahlenwerten ver- 
glichen, die sich in demselben Serum nach der Reissschen Methode 
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ergeben haben. Die aus dem BI. ermittelte EiweiBmenge war im Durch 
schnitt um 3°, héher. 

Es wurde im folgenden nach Beziehungen gesucht, die zwischen 
EiweiBgehalt und BI. bestehen. Die Menge der NichteiweiBkérper 
mute vorher bestimmt werden, wobei das Verfahren von Robertson 
befolgt wurde. Statt der n/25 Essigsiure hat sich jedoch dabei eine 
n/12.5 Lésung besser bewahrt. Nachdem der auf die Nichteiweifs- 
kérper und auf das Wasser entfallende Brechungsanteil vom BI. des 
Serums abgezogen wurde, konnte der spezifische BZ. fiir das Serum 
eiweiB bestimmt werden. Es hat sich dieser im Mittel zu 0.00188 

0,000016 ergeben 

Es lieBen sich auch zwischen EiweiBgehalt und spezifischem Gewicht 
des Serums ahnliche GesetzmaBigkeiten feststellen. Wird von dem spezifi- 
schen Gewicht des Serums derjenige Anteil abgezogen, der dem spezifi 
schen Gewicht einer 1°,,igen NaCl-Lésung entspricht (1,0070), und der 
Rest durch den EiweiBgehalt dividiert, dann ergibt sich, daB das 
spezifische Gewicht des Serums durch eine | °,,ige Eiwei8konzentration 
um einen konstanten Betrag erhéht wird. Es macht dieser im Durch- 
schnitt 0,002 76 +- 0,00002 aus, woraus gefolgert wurde, daB der Eiweili- 
gehalt aus dem spezifischen Gewicht bestimmt werden kann. 

Wird auf Grund ahnlicher Uberlegung der spezifische Brechungs- 
zuwachs fiir das Serumeiwei nochmals bestimmt, indem jetzt nicht 
der Brechungsanteil der NichteiweiSstoffe, sondern derjenige einer 
1°, igen NaCl-Lésung (BI. = 1,33495) abgezogen und iibrigens ebenso 
wie vorher vorgegangen wird, dann ergibt sich ebenfalls ein konstanter 
Zahlenwert, der 0,001 92 —- 0,000014 betragt. 

Es wurde im folgenden die Brauchbarkeit dieser Zahlenwerte an 
einigen Beispielen dargelegt und die Frage, welcher der beiden den 
richtigen spezifischen Brechungszuwachs fiir das SerumeiweiS darstellt, 
dahin entschieden, daB dieser gleich 0,00192 ist. 
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II. Mitteilung: 
Zur Eiweifbestimmungsmethode nach Robertson. 


Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung der 
Naturwissenschaft. 


Von 


D. von Desed, 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. tierarztlichen 
Hochschule in Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 
{ 

Es wurde in meinen friiheren Untersuchungen (1) festgestellt, daB 
die refraktometrische Methode von Robertson (2) bei der Bestimmung 
der EiweiSfraktionen im Pferdeserum vollig versagt. 

Die dabei gewonnenen Resultate stimmten namlich nicht mit den- 
jenigen Albumin- und Globulinmengen iiberein, die gleichzeitig nach det 
Methode von Howe in denselben Seren ermittelt wurden. Der auf diese 
Weise gefundene Albumin- und Globulingehalt konnte mit den Anderungen 
in Beziehung gesetzt werden, die sich bei der Ausfiihrung des Robertsonschen 
Verfahrens in der Lichtbrechung ergeben haben, und es wurde dabei ge- 
funden, daB die Konstanten der Methode im Pferdeserum nicht zutreffen. 
Diese wurden bekanntlich von Robertson fiir den spezifischen Brechungs- 
zuwachs (BZ.) des Albumins zu 0,00177 und fiir den des Globulins zu 
0,002 29 angenommen. Es haben sich diese Zahlenwerte bei der rechnerischen 
Auswertung meiner Versuchsergebnisse niemals ergeben, es wurden vielmehr 
Zahlenwerte gefunden, die der Gréenordnung nach denen gerade ent- 
gegengesetzt waren, indem der spezifische BZ. fiir das Albumin zu 0,002 48 
und derjenige fiir das Globulin zu 0,00169 ermittelt wurde. Die Schwan- 
kungen, die dabei vorgekommen sind, waren recht bedeutend, und es mubte 
demgemaiB die SchluBfolgerung gezogen werden, dali diese Methode zur 
Bestimmung des Albumin- und Globulingehalts im Pferdeserum nicht 
Verwendung finden sollte. Es lieB sich auch nicht von der Hand weisen, 
daB es prinzipielle Unterschiede im Brechungsvermégen der EiweiBkorper 
verschiedener Tiere gibt, und dies um so mehr, als die Methode von Robertson 
fiir Rinderserum ausgearbeitet und damit seither mit gutem Erfolg (3) 
nachgepriift wurde. 
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In Fortsetzung dieser Untersuchungen wurden viele Versuche 
mit Rinderseren angestellt, indem die Menge der EiweiBfraktionen 
nach der Methode von Howe bestimmt und gleichzeitig auch das 
Robertsonsche Verfahren angewendet wurde. Es haben in de 
Tabelle I nur vier Versuche dieser Art Aufnahme gefunden, die den 
Gang der weiteren Untersuchungen bestimmten. Man findet darin 
auBer den nach beiden Methoden gewonnenen EiweiBmengen auch den 
EiweiSquotienten und den berechneten spezifischen BZ. angefiihrt 

Die ersten zwei Versuche in Tabelle I wurden in Rinder- und die 
iibrigen in Kalberseren ausgefiihrt. Die nach beiden Methoden im 
Rinderserum ermittelten Albumin- und Globulinmengen stimmen 
nicht tiberein, und der berechnete spezifische BZ. entspricht demzufolge 
denjenigen Zahlenwerten, die in Pferdeseren gewonnen wurden. Es 
gestalten sich jedoch die Verhaltnisse im Kialberserum ganz anders. 
indem die nach beiden Methoden gewonnenen Resultate eine gute. 
im letzten Versuch sogar eine sehr gute Ubereinstimmung aufweisen. 
Der berechnete spezifische BZ. entspricht in der GréBenordnung der 
von Robertson angegebenen Konstante. 

Wollte man zur Erklarung dieser merkwiirdigen Ergebnisse die 
Literaturangaben heranziehen, dann kénnten ahnliche Befunde die 
obigen Resultate nur bestatigen, indem namlich Arnd und Hafner (4) 
hervorheben, daB ,,...es sogar Fille gibt, wo das gegenseitige Ver- 
haltnis der Brechungsanteile von Albumin und Globulin (pro 1 g) 
verschoben ist“. Man findet dafiir in der obigen Tabelle gute Beispiele. 
Diese Erklirung kann jedoch nicht befriedigen, da ahnliche Beob- 
achtungen in Pferdeseren niemals gemacht wurden. Es haben sich 
nimlich in den untersuchten 20 Pferdeseren fiir den spezifischen BZ. 
von Albumin und Globulin ohne Ausnahme solche Zahlenwerte ergeben, 
die den Konstanten der Methode gerade entgegengesetzt waren, und 
die in Rinderseren gewonnenen Zahlenwerte stimmen nun mit diesen 
innerhalb der Fehlergrenzen iiberein, wahrend sich nur die Kalberseren 
anders verhalten. Man wird nach einer anderen Erklarung suchen und 
zu allererst an Versuchsfehler denken miissen, die bei diesen Unter- 
suchungen sehr leicht vorkommen kénnen. Das Albumin wird namlich 
bei der Methode von Robertson durch gesattigte (NH,),SO,-Lésung 
vom Globulin getrennt, und es wird den beim Abmessen begangenen 
Fehlern mit vollem Recht (5) eine groBe Rolle zugemessen. Es haben 
jedoch die Parallelbestimmungen erwiesen, dab schon durch geringe 
Sorgfalt diese Fehlerméglichkeit ganzlich ausgeschaltet werden kann 
Es ist dann noch ein anderer Umstand vorhanden, der die Resultate 
ebenso beeinfluBt, und dies ist die Bestimmung des EiweiBgehalts. Es 
hat sich zwar die Methode von Howe (6) als zuverlassig erwiesen, da 
aber dabei der Globulingehalt aus der Differenz Gesamteiwei8 — Albumin 
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ermittelt wird, folgt, daB jegliche Fehler, die bei den Bestimmunge: 
begangen werden, in erster Linie auf die EiweiSfraktionen einwirken 
Die Methode von Howe wurde aus diesem Grunde verlassen und di 
gravimetrische Eiweibbestimmung bei den folgenden Versuchen an 
gewendet. Die Fallung des Globulins wurde in zwélffacher Verdiinnung 
mit gesattigter (NH,).SO,-Lésung vorgenommen und der Niederschlag 
auf getrockneten und gewogenen geharteten Filtrierpapieren gesammelt 
Das Auswaschen wurde so lange fortgesetzt, bis im Waschwasser mit 
Sulfosalicylsaure kein Albumin nachweisbar war. Das Koagulieren 
des auf diese Weise gereinigten Globulins erfolgte im Trockenschrank 
bei 100° C, worin es 12 Stunden lang gelassen wurde. Es wurde nachhe: 
mit heiBem destillierten Wasser bis zum Verschwinden der Sulfat 
reaktion gewaschen, dann 12 Stunden lang im Trockenschrank bei 
100°C getrocknet und schlieBlich im Exsikkator iiber Schwefelsaur 
auskiihlen gelassen. Der so behandelte Niederschlag wurde wahrend 
der Wagung in einem Glasbehalter mit eingeschliffenem Deckel auf- 


bewahrt. Die Menge des Albumins wurde ebenfalls auf diese Weise 


bestimmt, nachdem die Fallung durch Aufkochen erfolgt war. Die aut 
diese Weise ausgefiihrten ersten vier Versuche wurden in der Tabelle II 
angefiihrt. 

Die Angaben der Tabelle II sind ebenso geordnet wie die der 
Tabelle I. Es wurden naimlich auBer den nach beiden Methoden ge- 


wonnenen EiweiBmengen auch der EiweiSquotient und der auf die 


EiweiBkérper entfallende spezifische BZ. angegeben. Die ersten zwei 
Versuche beziehen sich auf das Serum desselben Rindes. Das Blut 
dieses Tieres wurde zu Beginn und am Ende des Entblutens aufgefangen, 


und da der EiweiBgehalt inzwischen abnimmt (7), konnte die Methode 


in betreff der erreichbaren Genauigkeit gepriift werden. Die letzten 
zwei Versuche wurden in Pferdeseren ausgefiihrt. Wenn man auch im 


GesamteiweiB keine allzu groBen Unterschiede beobachtet, falls die 


nach beiden Methoden gewonnenen Zahlenwerte verglichen werden, 
so sind sie um so bedeutender im EiweiBquotienten. Es ergibt sich 
dieser bei der Robertsonschen Methode ohne Ausnahme immer héher 
was vom erhéhten Albumingehalt herriihrt. Der spezifische BZ. stimmt 
der GréBenordnung nach mit den Resultaten meiner friitheren Unter- 
suchungen iiberein, wenn auch beim Gesamteiwei8 gewisse Unter- 
schiede vorhanden sind. Diese stehen zweifellos mit der chemischen 
EiweiBbestimmung im Zusammenhang, haben jedoch im vorliegenden 
Falle keine besondere Bedeutung. 

Es ergibt sich aus den angefiihrten Versuchen, daB die Anderungen, 
die im spezifischen BZ. beobachtet wurden, nicht auf Versuchsfehle: 
zuriickgefiihrt werden kénnen. Die Angaben der Tabelle IL stimmen 
doch mit denjenigen zwei Versuchen iiberein, die im Rinderserum 
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vorher verzeichnet wurden. So eine gute Ubereinstimmung, wie sie 
sich im Kalberserum ergeben hatte, konnte nicht wieder beobachtet 
werden. Der einzige Unterschied zwischen diesen Seren, den man 
sicherlich nicht unberiicksichtigt lassen darf, ist derjenige im Eiweib- 
quotienten. Dieser ist namlich nur bei den Kalbern héher als die Einheit, 
in allen iibrigen Versuchen, einschlieBlich der bereits veréffentlichten 
Untersuchungen, war er bedeutend niedriger. Sollten die beobachteten 
Schwankungen im spezifischen BZ. mit diesem Umstand im Zusammen- 
hang stehen, dann ist dies ein Mangel der Robertsonschen Methode. 
Es sei deshalb diese einer genauen Priifung unterworfen. Die Be- 
schreibung dieser Methode ist auBer dem Original kurz in meiner friiheren 
Arbeit in dieser Zeitschrift und bei Reiss in Abderhaldens Biologischen 
Arbeitsmethoden, Abt. 1V, Teil 3, 8. 320, 1924, nachzusehen. 


1. Uber die Bestimmung der Nichteiweifstoffe. 


Es wird im allgemeinen der Robertsonschen Methode als Vorteil 
angerechnet, daB dabei auch die Menge der NichteiweiBstoffe ermittelt 
werden muB. Wahrend namlich Reiss bei der Zusammenstellung 
seiner Tabelle fiir den Brechungsanteil dieser Stoffe 0.00277 annimmt 
und somit mit einem konstanten Zahlenwert sich begniigt, der auch 
nach seiner Bemerkung etwas zu hoch sein diirfte, bestimmt Robertson 
die Menge der NichteiweiBkérper in jedem Falle. Es wird im Beispiel., 
das zur Erlauterung seiner Methode angegeben wurde, dieser Brechungs- 
anteil im Rinderserum zu 0.00244 gefunden. Dies kann nach Robertson 
auch als NaCl ausgedriickt werden, indem man den auf die Nicht- 
eiweiBkérper entfallenden Brechungsanteil durch 0,00160 dividiert, 
das dem spezifischen BZ. einer 1° igen NaCl-Konzentration entspricht. 
Es ergeben sich auf Grund dieser Berechnung fiir die Nichteiweib- 
kérper bei Reiss 1,7°,, und bei Robertson 1,5°, NaCl. Es wurde, wie 
aus der vorangehenden Mitteilung ersichtlich ist, fiir diesen Brechungs- 
anteil im Pferdeserum im Mittel 0,00201 und im Rinderserum 0,002 20 
gefunden. Dies entspricht nach Robertson einer 1,26- bzw. 1,37 ° igen 
NaCl-Lésung. Man kann auf Grund unserer diesbeziiglichen Kenntnisse 
diese hohen Zahlenwerte nicht erklaren. Dies bleibt auch dann bestehen, 
falls man bei der Berechnung den richtigen spezifischen BZ. 0,001 75 
fiir NaCl einsetzt, und es ergeben sich danach in unserem Falle 1,15 
bzw. 1,26°, NaCl. Abgesehen davon, daB diese Zahlenwerte immer 
noch zu hoch sind, liegt kein Grund vor, warum die Menge der Nicht- 
eiweiBkérper im Pferdeserum anders sein sollte als im Rinderserum. 
Der Rest-N-Gehalt ist naimlich in beiden Seren der gleiche, wie aus 
den Resultaten vieler Untersuchungen hervorgeht, und man _ wird 
demnach den Unterschied darauf zuriickfiihren miissen, daB das Eiweifs 
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im Rinderserum nicht vollstindig abgeschieden oder beim Erhitze: 
zum Teil aufgelést wurde. 

Es bleibt dabei noch immer die Frage unentschieden, wie dies 
erhéhte Menge der NichteiweiSstoffe zu beurteilen sei, da man dafii: 
auf Grund unserer diesbeziiglichen Kenntnisse keine Erklirung geben 
kann. So hat z. B. Rohrer bei der Ausarbeitung seiner refrakto-viskosi 
metrischen Methode eine der Konzentration der Nichteiweifstoffe 
entsprechende Lésung auf die Weise hergestellt, daB in 100 ccm 
destillierten Wassers 0,85 g Kochsalz, 0,15 g Traubenzucker und 0,05 ¢ 
Harnstoff aufgelést wurden. Es 1a8t sich der spezifische BZ. dafiir 
leicht berechnen, man mu8 nur die entsprechenden Konstanten (8) 
einsetzen. Es ergeben sich dabei fiir die NaCl-Menge 0,85 . 0,001 75 
== 0,00156, fiir den Traubenzucker 0,15 . 0,00142 = 0,00023 und fiir 
den Harnstoff 0,05 .0,00145 = 0,00007. Die Summe ergibt den 
spezifischen BZ. der Nichteiweifstoffe, der im vorliegenden Falle 
0,001 86 betragt. Bedenkt man jedoch, da8 sowohl der Traubenzucker- 
als auch der Harnstoffgehalt etwas zu reichlich bemessen wurde, 
dann wird man zu der Einsicht gelangen, daB der spezifische BZ. der 
1°,igen NaCl-Menge den NichteiweiSkérpern gleichgesetzt werden 
kann, und wenn man trotzdem um 10°, héhere Zahlenwerte dafiir 
erhilt, wird die Ursache dessen in der Methode selbst zu suchen sein. 

Es wurde, um dies beweisen zu kénnen, Eiwei8 genommen, das 
frei von den NichteiweiBkérpern war. Als solches konnte Globulin 
angesehen werden, das mit halbgesattigter (N H,), 8 O,-Lésung albumin- 
frei gewaschen worden war. Nach dem Auflésen des Globulins wurde 
der (NH,),.SO,- und der EiweiSgehalt gravimetrisch bestimmt und 
nachher die Bestimmang der NichteiweiSstoffe, in diesem Falle des 
Salzgehalts, nach Robertson ausgefiihrt, indem 2ccm der Lésung in 
zugeschmolzenen Glasréhrchen der Vorschrift gemaB erhitzt wurden. 
Die Ansaéuerung der Lésung konnte weggelassen werden, da das Globulin 
beim Erhitzen, besonders wenn Salz vorhanden ist, sehr leicht ausfallt 
Der BL., der in der nach dem Abzentrifugieren gewonnenen klaren 
Lésung abgelesen wird, ergibt auf Grund der Tabelle Wagners den 
(NH,),SO,-Gehalt in Prozenten, um aber ganz sicher zu sein, daf 
dabei unvollstaindiges Ausfallen des EiweiBes die Resultate nicht 
beeinfluBt hat, wurde der Salzgehalt auch gravimetrisch ermittelt. 

Wie aus den Angaben der Tabelle III hervorgeht, wird ein héherer 
Sulfatgehalt sowohl refraktometrisch als auch gravimetrisch nach 
erfolgter EiweiSkoagulation gefunden. Die Lésung ist somit kon- 
zentrierter geworden, was nur damit erklart werden kann, daB das 
EiweiB beim Ausfallen Wasser gebunden hat. Das Maf der Wasser- 
bindung wurde auf Grund der Zunahme berechnet, die sich in der 
(N H,),SO,-Konzentration nach beiden Verfahren ergeben hat, und 
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Tabelle II]. 





Die Lésung enthalt 
vor : 4 nach 
Prot.- der Eiweiffallung 
Nr. ~ -——_——- -—— - - - 
—?- ‘ ; . — 2 Die Wasserbindung in cem 
Eiweif (N H4)2504 (NHy)g504 in °/o auf 1g Eiweifi berechnet 
in Oy pay refraktom. : gravim. ~ refraktom gravim. 
1 1,02 3,49 3,60 3,54 3,0 1,4 
2 1,65 4,72 4,87 4,84 1,9 1,5 
3 1,93 5,28 5,46 5,49 1,7 2.9 
4 2,16 5,85 6,04 5,96 1,5 0,9 
5 2,28 6.47 6.64 6.64 1,1 1,1 


die dabei gewonnenen Zahlenwerte wurden, auf 1 g Eiweil bezogen, 
in der Tabelle angefiihrt. Diese stimmen keineswegs tiberein, da sich 
auf Grund der refraktometrischen Bestimmungen héhere Zahlenwerte 
fiir das Wasserbindungsvermégen ergeben haben. Dieser Unterschied 
ist besonders im Versuch | sehr auffallend, und dies weist darauf hin, 
daB das Eiwei8 doch unvollstandig koaguliert wurde. Man wird den 
anderweitigen Unstimmigkeiten keine besondere Bedeutung zumessen 
kénnen, was an dieser Stelle auch iiberfliissig ware, so viel geht jedoch 
aus diesen Angaben hervor, daB der Salzgehalt der Lésungen nach 
erfolgter EiweiBkoagulation immer konzentrierter gefunden wurde, 
als es vorher gewesen war. Es ergibt sich daraus, daB auch bei der 
Robertson schen Methode nicht die Menge der NichteiweiBstoffe, sondern dv 
infolge der Eindickung entstehende Konzentrationsdinderung bestimmt wird. 


2. Uber die Bestimmung des Albumin- und Globulingehalts. 


Wie aus der vorangehenden Mitteilung hervorgeht, werden die 
gefundenen Eiweiimengen nur unwesentlich dadurch beeinfluBt, daB 
man die Menge der NichteiweiBkérper der Konzentration einer | ° igen 
NaCl-Lésung gleichsetzt. Die beobachteten MiBerfolge kénnen demnach 
nicht darauf zuriickgefiihrt werden. Es bleibt somit nur noch die 
Bestimmung der einzelnen EiweiSfraktionen iibrig, die nun genauer 
erértert werden soll. Es lassen sich in der Tat gleich gewisse Bedenken 
dagegen erheben. Wenn niamlich Robertson fiir den spezifischen BZ. 
des Albumins 0.00177 und fiir den des Globulins 0,00229 angibt und 
diese Zahlenwerte richtig sind, wie ist es méglich, daB, wie aus der 
vorangehenden Mitteilung hervorgeht. fiir das Gesamteiwei dennoch 
ein spezifischer BZ. von konstanter GréBe sich ermitteln lieB, und 
dies um so mehr, als der EiweiBquotient dabei zwischen 0,5 und 2,94 
schwankte. Dies miiBte ja bedeutende Abweichungen im ermittelten 
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spezifischen BZ. hervorrufen, da sich dieser mit dem Mengenverhiiltnis 
der Eiweibfraktionen aindern wiirde. Sind namlich die beiden Eiweil: 
kérper in gleichen Mengen im Serum vorhanden, dann wiirde sich de 
spezifische BZ. fiir das Gesamteiwei zu 0,00203 ergeben, das das 
Mittel der Teilrefraktionen darstellt; ist aber das Verhaltnis Albumin 
: Globulin = 1: 2, dann wire der spezifische BZ. fiir das Gesamteiwei\} 
0.00194 und im entgegengesetzten Falle 0,00212. Es sind diese Unte: 

schiede so bedeutend, daf diese gewifB nicht unbemerkt geblieben 
waren. Es wurde jedoch bewiesen, daB der spezifische BZ. fiir das 
GesamteiweiB eine konstante ZahlengréBe ist, und es war deswegen 
ratsam, diesen Umstand nicht unberiicksichtigt zu lassen. Man wird 
nimlich auf Grund des oben Angefiihrten daran denken miissen, dat} 
das Brechungsvermégen des Albumins und des Globulins sich nicht 
additiv erginzen, sondern sich gegenseitig beeinflussen. Dies wurde 
auf die Weise gepriift, daS Albumin und Globulin aus Pferdeserum 
dargestellt, auf Filtrierpapier gesammelt, ausgewaschen und nachher 
in destilliertem Wasser gelést wurden. Es erfolgte jetzt die Bestimmung 
des spezifischen Gewichts, des BI., des (NH,),SO,- und des Eiweil- 
gehalts. Es wurden die gleichen Zahlenwerte mit Ausnahme des Eiwei}- 
gehalts auch in den nachher hergestellten Mischungen ermittelt, wobei 
die Albumin- und Globulinlésungen in verschiedenen Mengenverhalt- 
nissen miteinander vermischt wurden. Die dabei gewonnenen Resultate 
wurden in der folgenden Tabelle angefiihrt. 

Es lassen die Angaben, die in Tabelle IV angefiihrt worden sind. 
keinen Zweifel dariiber bestehen, daB sich die Albumin- und Globulin- 
lésungen sowohl dem spezifischen Gewicht als auch dem BI. nach 
additiv verhalten. Dies wird durch die gute Ubereinstimmung der 
gefundenen und berechneten Zahlenwerte erwiesen, wobei kein stérender 
Einflu8 dem Umstande zukommt, daB im EiweiBgehalt der Lésungen 
groBe Unterschiede vorhanden waren. Es wurde im Versuch 2 auch 
der (NH,).SO,-Gehalt bestimmt, und zwar gravimetrisch vor und 
refraktometrisch nach dem Erhitzen der Lésungen, wie dies letztere 
Robertson vorgeschrieben hat. Es haben sich dabei nach der Eiweil}- 
fallung ebenfalls héhere Zahlenwerte fiir den Salzgehalt ergeben. 

Da sich die Bestimmung des spezifischen Gewichts bei den bereits 
angefiihrten Versuchen sehr gut bewahrt hatte, indem einerseits die 
Richtigkeit des gewiinschten Mischungsverhiltnisses festgestellt und 
andererseits die unter Umstanden auftretenden, jedoch unvorhersehbaren 
Anderungen beim Vermischen der Lésungen ausgeschaltet werden 
konnten, wurde davon auch bei den folgenden Untersuchungen Ge- 
brauch gemacht. Es handelte sich jetzt darum, daB die Verhiltnisse 
bei der Fallung der EiweiBkérper, wie diese von Robertson angegeben 
wurde, genauer untersucht werden sollten. Die diesbeziiglichen Versuche 
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wurden bereits vor einem Jahre aufgenommen und haben den Anfang 
yu den iibrigen Untersuchungen gebildet. Es wurde damals, um der 
Wahrheit getreu zu sein, die Absicht gehegt, dabei die Anderungen 
im spezifischen BZ. zu verfolgen, wie dies auf Grund der Literatur- 
angaben durchaus nicht unwahrscheinlich erschien. Es wurde dabei 
so vorgegangen, da} (N H,),S0,-Lésungen von bekannter Konzentration 
hergestellt und dann zu gleichen Teilen mit Pferdeserum vermischt 
wurden. Die Bestimmung des (NH,),SO,-Gehalts erfolgte in zweifach 
verdinnten Lésungen refraktometrisch, und zur Ermittlung des spezifi- 
schen Gewichts dienten Pyknometer von 2 cem Inhalt. Es sei bemerkt. 
daB mir damals ein Refraktometer zur Verfiigung stand, das nur mit 
dem Prisma I ausgeriistet war, und es muBte deshalb der (NH,),S0O,- 
Gehalt der halbgesattigten Lésung in starkerer Verdiinnung bestimmt 
und dann berechnet werden. Nachdem das Serum zu gleichen Teilen 
den bereits abgemessenen (N H,),.8O,-Lésungen zugesetzt und sogleich 
griindlich vermischt worden war, erfolgte das Abzentrifugieren, falls 
sich in den Lésungen ein Niederschlag gebildet hatte. Es wurde jetzt 
das spezifische Gewicht der klaren Lésungen bestimmt, und da dies 
fiir die zweifach verdiinnten (NH,),80,-Lésungen bereits bekannt war, 
konnten nun beide Zahlenwerte verglichen und der Unterschied, der 
sich dabei ergibt, auf den EiweiBgehalt bezogen werden. Die Be- 
stimmung des BI. erfolgte in allen Fallen bei vierfacher Verdiinnung, 
um die Fehlerméglichkeit, die bei héherer Konzentration durch Kon- 
traktionserscheinungen entsteht, zu vermindern. Es wurden bei der 
Berechnung des spezifischen BZ. die BI. der entsprechenden, also 
ebenfalls vierfach verdiinnten (NH,),SO,-Lésungen herangezogen. 
Der EiweiBgehalt, und zwar die Menge des Eu-, Pseudo- und Gesamt- 
globulins wurde sowohl bei doppelter als auch bei zwélffacher Ver- 
diinnung ermittelt. Es ist ja bekannt, daB die Verdiinnung die ge- 
fundene Menge der einzelnen EiweiBfraktionen in groBem Mabe be- 
einfluBt, und dies mute auch im vorliegenden Falle beriicksichtigt 
werden. Es wurde dabei so vorgegangen, da} die abzentrifugierten 
Niederschlage mit wenig (NH,),SO,-Lésung von _ entsprechender 
Konzentration auf vorbereiteten Filtrierpapieren gesammelt wurden. 
Die Bestimmung des (N H,),8 0,-Gehalts erfolgte ebenfalls gravimetrisch. 
Der spezifische BZ. konnte nun fiir das EiweiB berechnet werden. 

Es wurden in Spalte 1 der Tabelle IV diejenigen (N H,),50,- 
Konzentrationen angefiihrt, die sich nach Halbverdiinnung der den 
Seren zugesetzten Lésungen refraktometrisch ermitteln lieben. Das 
Vermischen des Serums erfolgte demnach mit der zweimal konzen- 
trierteren Lésung. Nach Verwendung der ersten zwei (NH,),.SO,- 
Lésungen war im Serum keine Anderung wahrnehmbar, bei der dritten 
jedoch stellte sich sehr bald eine leichte Triibung ein, die sich nach 
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lingerem Stehenlassen zu einem sehr feinen Niederschlag zusammen- 
ballte. Die vierte (NH,),8O,-Konzentration entspricht einer 33 ° igen, 
die fiinfte einer 40°,igen und die sechste einer 50° igen Sattigung, 
wodurch das Eu-, Pseudo- und Gesamtglobulin gefallt wurden. Es 
konnte damit gerechnet werden, daB sich das spezifische Gewicht 
demgemaB andern wird, da, je gréBer die gefaillte und somit je geringer 
die in Lésung gebliebene EiweiBmenge, darin eine um so bedeutendere 
Abnahme sich ergeben wird. Diese konnte man zahlenmaBig angeben, 
da das spezifische Gewicht sowohl der mit destilliertem Wasser als auch 
mit Serum verdiinnten (NH,),SO,-Lésungen bei gleicher Temperatur 
ermittelt wurde (Spalten 2 und 5). Die Unterschiede sind vorhanden, 
jedoch nicht in dem Mae, daB diese dem jeweiligen Eiweibgehalt 
entsprechen wiirden, woriiber die in Spalte 10 angefiihrten Zahlenwerte 
Auskunft geben. Der EiweiSgehalt des Serums (Spalte 6‘und 7) 
bleibt nach Verwendung der ersten drei (N H,),SO,-Lésungen praktisch 
unverandert, und die geringe Abnahme, die in der Differenz der spezifi- 
schen Gewichte vorkommt, kénnte durch irgendeinen Fehler bedingt 
sein, und dies um so mehr, als damals noch Pyknometer von 2 ccm 
Inhalt benutzt wurden. Nach Ausfallen des Euglobulins nimmt der 
EiweiBgehalt verhaltnismaBig nur wenig ab, und es ist dabei doch 
ein plétzlicher Abfall der entsprechenden spezifischen Gewichtsdifferenz 
im ersten Versuch vorhanden. Es ist immerhin méglich, daB in der Tat 
viel mehr Eiweif bei der Fallung in doppelter Verdiinnung ausgeschieden 
wurde, das aber beim Filtrieren schon infolge des ganz kurzen Aus- 
waschens verloren gegangen ist, und dies um so mehr, als eine ahnliche 
Erscheinung im Versuch 2‘nicht vorkommt. Sollten dabei auch Versuchs- 
fehler mitgewirkt haben, so sprechen die folgenden Zahlenwerte ein- 
deutig dafiir, da sich die Unterschiede im spezifischen Gewicht und 
der EiweiBgehalt der Lésung nicht parallel andern. Es ist namlich 
aus der Tabelle zu entnehmen, daB, obgleich der EiweiBgehalt nach 
dem Ausfallen des Gesamtglobulins um 100 % abgenommen hat, der 
Unterschied im spezifischen Gewicht doch der gleiche oder fast der 
gleiche geblieben ist, wie es sich vorher nach dem Ausfillen des Pseudo- 
globulins ergeben hatte. 

Es wurden in Spalte 2 und 3 diejenigen BI. angefiihrt, die sich 
in den (NH,),80O,-Lésungen, die einerseits mit destilliertem Wasser 
und andererseits mit Serum zu gleichen Teilen vermischt hergestellt 
wurden, in '/, Verdiinnung ermitteln lieBen. Der aus den beiden Ver- 
suchen berechnete BZ., wobei das von Robertson angegebene Prinzip 
befolgt wurde, 1a8t im allgemeinen gleichsinnige Anderungen erkennen. 
Es sei bemerkt, daB der Brechungsanteil der Nichteiweifstoffe im 
ersten Versuch 0,00208 und im zweiten 0,00196 betragen hat. Die 
in Spalte 8 angefiihrten Zahlenwerte wurden auf die Weise gewonnen, 
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daB bei der Berechnung diejenigen Eiwei®Bmengen _beriicksichtig: 
wurden, die sich bei doppelter Verdiinnung ergeben haben; wahrend 
der EiweiBgehalt, der sich in zwélffacher Verdiinnung ermitteln liet) 
zum Berechnen der Angaben in Spalte 9 verwendet wurde. Es jist 
iiberraschend, wie groB die Unterschiede zwischen den auf diese Weise 
gewonnenen Resultaten sind! Das Verhalten des spezifischen BZ 
der sich nach dem Ausfallen des Gesamtglobulins fiir das Albumin 
ergeben hat, ist fiir uns von besonderem Interesse. Ee sind 
dabei zwar bedeutende Unterschiede vorhanden, diese stimmen 
jedoch der GréBenordnung nach mit den bereits mitgeteilten Er 
gebnissen iiberein, wofiir eine Erklarung zu finden, die Aufgabe 
dieser Arbeit ist. 

Man erhalt die gewiinschte Erklarung, falls das Verhalten des 
Brechungsanteils, der auf das Serum entfallt (Spalte 11), genauer be- 
trachtet wird. Es ergibt sich dabei, daB dieser zwar mit dem Ausfallen 
der einzelnen EiweiBfraktionen abnimmt, jedoch nicht in dem Mabe, 
wie sich der EiweiBgehalt der Lésung vermindert. So ergibt sich z. B 
in der ersten Versuchsreihe, daB, waihrend der EiweiBgehalt von 4,63 
auf 1,09°%,, somit anniahernd auf ein Viertel der urspriinglichen 
Menge herabsinkt, die Abnahme im Brechungsanteil, der auf das 
Eiwei8 entfallt, nur 1/2,7 betrigt. Dies ergibt sich daher, dal 
man die NichteiweiBstoffe bei der Berechnung beriicksichtigt und 
den fiir das Serum gefundenen Brechungsanteil um den _ ent- 
sprechenden Betrag der NichteiweiBkérper vermindert. Es ergibt 
sich auf diese Weise, dai der Brechungsanteil, der fiir 4,63°, 
Eiweif8 0,00882 ausgernacht hat, nach dem Entfernen des Gesamt- 
globulins fiir 1,09°, EjiweiB noch immer 0,00322 ergibt. Das 
ferhaltnis der Abnahme dieser Zahlenwerte ist demnach ungleich. 
Dasselbe geht auch aus den Resultaten der anderen Versuchsreihe 
hervor. 

Das Verhalten des Brechungsanteils stimmt somit mit dem des 
spezifischen Gewichts tiberein. Dies weist eindeutig darauf hin, dai 
in der Konzentration der Lésung eine Anderung, und zwar eine Zunahme 
stattgefunden hat. Da der EiweiBgehalt bekannt war, konnte die 
Anderung nur in der (NH,),SO,-Menge gesucht werden. Es geben 
iiber die Resultate der diesbeziiglich ausgefiihrten gravimetrischen 
Bestimmungen die Zahlenwerte in Spalte 12 Auskunft. Es ergibt sich 
daraus, daB, sobald EiweifS aus der Lésung abgeschieden wird, somit 
schon bei der Fallung des Euglobulins, eine Zunahme des Salzgehalts 
erfolgt. Dies wurde bereits von Sérensen und Héyrup (9) bei Dai 
stellung von Albuminkristallen beobachtet. Sobald namlich die Kristallc 
entstehen, wird die (NH,).SO,-Konzentration der Lésung erhéht. In 
Analogie zu dieser Erscheinung wurde die Vermutung ausgesprochen 
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daB auch das Ausfallen der EiweiBkérper in nicht kristallisierter Form 
durch gleiche Erscheinungen begleitet ist, und in der letzten Zeit wurde 
dies von Ettisch und Mitarbeitern (10) fiir das Fallen des Euglobulins 
experimentell erwiesen. 

Es gestalten sich demnach die Verhaltnisse bei der Trennung der 
EiweiBfraktionen keineswegs der Annahme entsprechend, die als 
Grundlage der Robertsonschen Methode dient. Die (NH,),80,-Lésung 
wird nach dem Ausfallen des Globulins konzentrierter und es ergibt 
sich bei der Betrachtung der gefundenen Zahlenwerte, daB, je gréBer 
die ausgefallte EiweiBmenge (Eu-. Pseudo-, Gesamtglobulin), um so 
bedeutender die Eindickung der Lésung ist. Der EiweiBgehalt nimmt 
dabei gleichzeitig ab, und zwar im gréBeren MaBe, als man auf Grund 
der tiblichen EiweiBbestimmungen erwarten wiirde. Es werden dadurch 
die Verhiltnisse noch verwickelter. Berechnet man nun den spezifischen 
BZ. fiir das Albumin bei Beriicksichtigung dieser experimentell ge- 
fundenen Verhiltnisse, dann ergeben sich dafiir im ersten Versuch 
0.00174 und im zweiten 0.00189. Es scheint der erste Zahlenwert nur 
angenihert, der zweite jedoch aller Wahrscheinlichkeit nach ganz 
richtig zu sein. Die Konstanz des spezifischen BZ., die fiir das Gesamt- 
eiwei} erwiesen wurde, besagt namlich gleichzeitig auch so viel, daB 
diese Zahlengr6éBen auch bei den Eiweiffraktionen innerhalb der Fehler- 
grenzen die gleichen und ebenfalls Konstanten sein miissen. Die zuletzt 
berechneten Zahlenwerte entsprechen diesen Anforderungen. Es folgt 
daraus des weiteren, daB die Konstanten, die Robertson zur Berechnung 
des Albumin- und Globulingehalts angegeben hatte, nicht den wahren 
spezifischen BZ. fiir diese RiweiBkirper darstellen. 

Es 146t sich nun auf Grund dieser Versuchsergebnisse erkliren 
warum die entgegengesetzten Zahlenwerte fiir den spezifischen BZ 
nach der Robertsonschen Methode gefunden wurden. Je gréBer niimlich 
der Globulingehalt des zu untersuchenden Serums ist, um so mehr 
nimmt die Salzkonzentration bei der Ausfillung zu, und falls sich der 
EiweiBgehalt nicht dementsprechend vermindert, tauscht der auf diese 
Weise erhéhte BI. gréBeren Albumingehalt vor. Dies war der Fall 
sowohl in den vorliegenden als auch bei meinen friiheren Versuchen 
In solchen Seren jedoch, in denen der Albumingehalt tiberwiegt. wird 
die Eindickung nach dem Fiillen geringer und gleichzeitig verhiltnis- 
maBig mehr Albumin durch den entstehenden Niederschlag mitgerissen 
Es kann auf diese Weise das Entstehen des niedrigen Zahlenwertes 
erklirt werden, der fiir den spezifischen BZ. des Albumins von Robertson 
angegeben wurde und der in einigen Fallen tatsiachlich zu richtigen 
Resultaten fiihren kann. Daher, dali die Methode gréBtenteils in Seren 
gepriift wurde, die mehr Albumin enthielten, kommt es, daB man bisher 
dabei im allgemeinen zufriedenstellende Resultate erhalten hat. 
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Es sei jedoch an dieser Stelle schon bemerkt, daB nicht allein der 
EiweiBquotient von entscheidender Bedeutung ist. Die Versuchs- 
ergebnisse, die mir in dieser Richtung bereits zur Verfiigung stehen 
lassen die Vermutung zu, daB dabei auch gewisse Eigenschaften der 
Eiweif8kérper eine bedeutende Rolle spielen. Es soll dariiber demnichst 
berichtet werden. 

Zusammenfassung. 


Es fiihrten die Resultate, die in meinen friiheren Untersuchungen 
an Pferdeseren gewonnen wurden, zur Fortsetzung der Versuche. Als 
sich dabei auch in Rinderseren ahnliche Zahlenwerte ergeben haben 
erschien es klar, daB die beobachteten Schwankungen im spezifischen 
Brechungszuwachs nicht durch die Eigenart der untersuchten Eiweif- 
kérper, sondern durch die Methode selbst hervorgerufen werden. Es 
wurde aus diesem Grunde die Methode von Robertson einer genauen 
Priifung unterzogen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen 
sich im folgenden kurz zusammenfassen. 


1. Durch Ausfallen mit (NH,),SO, hergestelltes Albumin und 
Globulin wurden in destilliertem Wasser gelést und die Lésungen 
nachher in wechselndem Verhiltnis vermischt. Es konnten dabei 
weder im spezifischen Gewicht, noch im BI. Abweichungen von den 
berechneten Zahlenwerten beobachtet werden, die dafiir sprechen 
wiirden, daB sich diese Eigenschaften der Lésungen nicht additiv 
erganzen. 


2. Es wurde bewiesen, daB die Menge der Nichteiwei®kérper, die 
refraktometrisch ermittelt wird, keineswegs im Serum vorhanden ist. 
Die Brechungszunahme, die nach erfolgter EiweiBkoagulation in der 
Fliissigkeit gefunden wird, entsteht dadurch, daB das Serumeiweil} 
beim Koagulieren Wasser bindet und dies zur Eindickung der tiber- 
stehenden Fliissigkeit fiihrt. 


3. Dies ist auch der Fall bei der Salzfallung. Es wird dabei die 
(NH,),80,-Lésung um so konzentrierter, je mehr Eiweif ausgeschieden 
wird. Man findet dementsprechend bei der Fallung des Euglobulins 
die geringste und bei dem des Gesamtglobulins die gréBte Zunahme 
im Salzgehalt. Es wird durch den entstehenden Niederschlag ein Teil 
des in Lésung bleibenden EiweiBes mitgerissen, das derjenigen 
Brechungszunahme entgegenwirkt, die infolge der Eindickung entsteht. 
Die Verhaltnisse, die dabei geschaffen werden, sind verwickelt und 
entsprechen keineswegs den Annahmen, die als Grundlagen der Roberson- 
schen Methode dienen. 


4. Es kann kein Zweifel dariiber bestehen, daB diese Verhaltnisse 
bei der Bestimmung der Konstanten, die Robertson angegeben hat, 
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ausschlaggebend waren, eben deshalb steilen auch diese nicht den 
wahren spezifischen Brechungszuwachs fiir Albumin und Globulin dar. 


Literatur. 
1) D. v. Deseé, diese Zeitschr. 200, 126, 1928. 2) 7. B. Robertson, 
Journ. of biol. Chem. 22, 233, 1915. 3) P. Bosse und H. Handovsky, 


Ptliigers Arch. 210, 50, 1925. 4) O. Arnd und A. Hafner, diese Zeitschr. 
167, 440, 1926. — 5) W. Berger und L. Petschacher, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 36, 258, 1923. — 6) P. BE. Howe, Journ. of biol. Chem. 49, 93, 1921. 

7) D. v. Deseé, Piliigers Arch. 221, 334, 1928. 8) P. Rostock, Klin. Wochen- 


schrift 7, 1190, 1928. 9) S. P. L. Sérensen und M. Héyrup, Zeitschr. tf. 
physiol. Chem. 108, 211, 1918. 10) G. Ettisch, W. Ewig und H. Sachsse, 
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Die Verteilung der Harnsiure zwischen Plasma 
und Erythrocyten. 


Von 


A. W. Kossiakowa. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Instituts zum Schutze der 


Gesundheit der Kinder und Jugendlichen zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Die Angaben iiber die Verteilung der Harnsaure zwischen Erythro. 
eyten und Plasma sind recht widerspruchsvoll. 


Folin (1) fand in alien Fallen mehr Harnséure im Plasma als in den 
Erythrocyten, manchmal] in den roten Blutkérperchen tiberhaupt keine 
Harnsaéure; dasselbe beobachteten Plass und Mattew (2). Tadisch (3) 
erhielt héhere Werte fiir Harnsaéure in den Blutkérperchen als im Plasma, 
ebenso wie Grigaut und Guillaumin (4). Letztere weisen aber darauf hin, 
das sich im Blute auBer der Harnséure noch andere Substanzen (Alloxan 
und Alloxantin) befinden, welche dieselbe Reaktion mit dem Reagen+ 
von Folin geben; diese werden aber durch Silberlactat nicht gefallt, dahe: 
sind die Harnsaéurewerte im Blute nach der direkten Methode der Harn 
siurebestimmung (ohne Silberlactatfallung) und nach der indirekten (mit 
Fallung) verschieden. Bulmer, Hunter und Eagles (5) stellten fest, dal 
das Ergothionein die gleiche Reaktion mit Phosphorwolframséure und 
Phosphorarsenwolframsaéure gibt, und dai} sich dieser Stoff in den roten 


Blutkérperchen vom Schwein, von Kaninchen und Végeln in geringere! 
Menge auch im Menschenblut vortindet. Im Plasma wurde er nicht 


aufgefunden. Diese Substanz ist gleichfalls mit Silberlactat nicht fallbar. 

Da wir fiir Bestimmungen an Kindern die direkte Methode von 
Benedict in der von Buchteefj (11) fiir kleine Blutmengen (0,2 cem) vor- 
geschlagenen Form benutzen wollten, schien es uns wichtig festzustellen 
wie sich die nach diesem Verfahren bestimmbare Harnsiéure zwischen 
Blutkérperchen und Plasma verteilt. Da uns nur ein Autenrieth-Kolori 
meter zur Verfiigung stand, suchten wir eine Standardlésung fiir den 
Keil, deren Farbton mit dem der nach Benedict behandelten Harn 
sdiure iibereinstimmt und bestindiger ist als die Farbung des alkalischen 


Gemisches von Harnsaéure und Phosphorarsenwolframsiure. Es ergab 
sich, daB eine Mischung von 2 cem Lackmuslésung (1 Teil in 200 cem 
destillierten Wassers; die Lésung soll 21, bis 3 Stunden im offenen 
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GefaB stehen bleiben) mit 2ccm einer wisserigen Methylenblaulésung 
(1: 10000) und 6 bis 8 ccm destillierten Wassers genau dieselbe Farbe 
besitzt wie eine 1 mg-°,,ige Lésung von Harnsiure, die nach Benedict 
behandelt worden ist. Mit diesem Gemisch fillten wir den leeren Keil 
des Kolorimeters und paraffinierten den Pfropfen. Ist der Keil nicht 
luftdicht verschlossen, so andert sich der Farbton nach 2 bis 3 Tagen, 
wird die Offnung aber paraffiniert, so bleibt die Farbung wenigstens 
wihrend 7 bis 8 Tagen konstant; das erméglicht die Benutzung des 
Autenrieth-Kolorimeters fiir Serienbestimmungen und spart Reagenzien 
und Zeit. Ist der Keil gefiillt, so kalibriert man ihn mit Lésungen 
von Harnsaiure bestimmten Gehalts und stellt eine Kurve auf. Auf 
der Abszisse sind die Werte der Harnsiure in Milligrammprozent 
aufgetragen, auf der Ordinate die Ablesungen des Kolorimeters. 

Da das Ergothionein der amerikanischen Forscher im -Blute in 
sehr wechselnden Mengen vorkommt und die Werte fiir Harnsadure 
in den Erythrocyten nach Giigaut auch stark variieren und weder 
von diesen, noch von jenem’die Ursachen dieser Schwankungen auf- 
geklirt worden sind, nahmen wir an, das eine Abhangigkeit von der 
Nahrung bestehen kénnte, und untersuchten das Blut von Kindern, 
die verschiedene Diait bekamen. Eine Gruppe erhieit gemischte Nahrung 
(38 Falle), eine andere (18 Falle) eine alkalische Diat — hauptsachlich 
Gemiise und Milch —, eine dritte (dieselben Kinder wie in der zweiten 
Gruppe) eine saure Diit —- Fleisch, Brot und Griitze. In keinem 
einzigen Falle von diesen 74 fanden wir mehr Harnsaure in den Erythro- 
cyten als im Plasma; in einem Falle waren die Werte gleich, in allen 
anderen waren die Plasmawerte héher als die der Erythrocyten. Der 
Unterschied betrug zwischen 1 und 2 mg-”,,. 

Mit Hilfe der direkten Harnsaurebestimmung nach Benedict 
fanden wir kein einziges Mal mehr Harnsaure in den Erythrocyten als 
im Plasma. Aber wodurch ist dieser Unterschied bedingt? Warum 
ist die Harnsiituremenge im Plasma oft héher, selten gleich derjenigen 
der Erythrocyten? Die Erythrocyten sind permeabel fiir die Harnsaure, 
denn auch nach Folin findet man diese in den Erythrocyten, wenn 
auch nicht immer. Zunachst war daran zu denken, daB das Donnansche 
Gleichgewicht hier eine Rolle spielt [Loeb (6) (7)]. Da sich die Erythro- 
cyten in einem Milieu befinden, dessen pg héher liegt als der isoelektrische 
Punkt des Hamoglobins, so reagiert letzteres wie eine Saure, und da 
diese Saiure aus den Blutkérperchen nicht ins Plasma iibergehen kann, 
so verdringt sie andere Saéuren — unter anderem die Harnsiure — 
ins Plasma. Eine derartige Erklarung gilt vielleicht fiir die Falle, in 
denen die Menge der Harnsiure in den Blutkérperchen kleiner als im 
Plasma ist, 1aBt sich aber nicht anwenden, wenn die Blutkérperchen 
gar keine Harnsiure enthalten. 
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Tabelle I. 





Gemischte Diiit* Alkalische Diit Saure Diit 


Plasma Blutkérperchen Plasma Blutkérperchen Plasma Blutkérpercher 
3,25 2,50 2,40 2,10 8,70 4,80 
3,25 2,75 2,75 2,20 7,50 3,50 
4,70 3,00 2.75 2,20 6,20 3,40 
4,25 3,50 4,00 3,00 9,00 5,00 
2,75 1,75 2,75 2,00 5,90 2.80 
3,09 2.75 3.50 2.75 8,5) 4,00 
4,00 2,75 3,25 2,20 7,40 5,10 
3,75 3,00 3,25 2,50 5,25 5,00 
3,50 3,00 3,50 3,00 2,20 2,00 
2,75 2,00 3,75 3,25 4,70 4,25 
3,00 2.50 4,00 2.75 2.50 1,75 
4,25 3,75 2,75 2,25 5,00 5,00 
3,75 2,75 3,50 2,50 7,00 3,75 
4,00 3,25 3,75 2,75 5,25 5,00 
3,75 2,75 4,70 3,00 10,50 4,50 
4,00 2,50 2,75 2,25 4,70 4,25 
3,00 2,75 3,00 2,50 5,24 2,50 
4,00 3,25 3,00 2,75 5,00 3,25 
2,50 2,30 
3,50 2,50 
3,75 3,00 
3,75 3,25 
3,25 2,75 
3,25 2,20 
4,25 3,00 
8,00 , 2.50 
2,40 2,20 
4,25 3,25 


* Von 38 untersuchten Filler fiihren wir nur 28 an, die anderen zeigen das gleiche Bild. 


Vor einiger Zeit erschien eine Mitteilung von Gomolinska (8), in der die 
Zerst6rung der Harnséure im Pferdeblut untersucht wurde. Nach Ansicht 
der Verfasserin wird die Harnsaéure durch das Haimoglobin zerstért. Born- 
stein und Griesbach (10) fanden ebenfalls, daB ein groBer Teil der Harnsiure 
unter dem EinfluB der Erythrocyten verschwindet. Bulmer, Hunter und 
Eagles stellten fest, daB das Ergothionein verschwindet, wenn das Blut 
einige Tage steht. Schittenhelm und Chrometzka (9) wiesen in der Ochsen- 
leber ein Ferment nach, das Harnséure zerstért. Dieses Enzym ist dialysier- 
bar, ultrafiltrierbar und 14Bt sich aus der alkalischen Fliissigkeit destillieren. 
Sie konnten ferner dartun, dai Ammoniak dieselbe Eigenschaft besitzt. 


Da vom Augenblick der Blutentnahme bis zum Moment der Eiweil}- 
fallung immer eine gewisse Zeit vergeht, so ist die Méglichkeit nicht 
ausgeschlossen, daB die Harnsiure — oder ihr ahnliche Substanzen — 
in den Blutkérperchen teilweise zerstért werden. Um diese Frage zu 
entscheiden, bestimmten wir die Harnsiure im Plasma und in den 
Erythrocyten nach 4 Stunden nach der Blutemtnahme, nach 24 Stunden 
und nach 48 Stunden und stellten fest, daB die Werte im Plasma ent- 
weder gleich bleiben oder nur geringfiigigen Veranderungen unter- 
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liegen (0,25 mg-°,). In den Erythrocyten dagegen sinken die Harn- 
siurewerte meist schon nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden fallen sie 
stets ab, mitunter sehr stark (0,80 mg-°,). 


Tabelle Il. 





Nach 4 Stunden Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden 
Plasma Blutkérperchen Plasma Blutkérperchen Plasma Blutkérperchen 
4,0 3,25 4,0 3,0 4.0 2,5 
4,0 2,75 4.0 2,75 4,0 2,2 
4,0 2,75 3,75 2,2 3,75 2,0 
4,25 3,25 4.0 2,75 4,0 2,5 
4,25 3,0 4.25 3,0 4,0 2.5 
3,5 3,0 3.5 2,75 3,25 2,2 
4.0 3.0 3.75 3.0 3,75 2,75 
3.5 2.5 3.5 2.5 3.5 2.2 
4.0 3,9 3,75 3,0 3,75 2,5 
4,0 2.5 4,0 2,5 4.0 1,75 


Plasma und Blutkérperchen wurden bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt. 


Zusammenfassung. 

1. Man kann eine relativ bestindige, farbige Standardlésung fiir 
die Harnsiurebestimmung nach Benedict auf sehr einfache Weise 
herstellen. 

2. Die Harnsiiure ist im Blute nicht gleichmaBig verteilt. Thr 
Gehalt im Plasma ist immer gréBer als in den Erythrocyten. 

3. Diese nicht gleichmaBige Verteilung bleibt bei verschiedenen 
Diaten bestehen. 

4. Der Gehalt an Harnsiiure — oder an Stoffen, die mit dem 
Reagens von Benedict eine blaue Farbung geben — sinkt in den Blut- 
kérperchen beim Aufbewahren. Im Plasma verandert er sich viel 
weniger. 

Literatur. 
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und Fr. Chrometzka, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 203, 
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Smoliks Doppelelektrode modifiziert fiir eine Mikrodoppel- 
elektrode zur py Bestimmung. 


Von 


Ladislaus Smolik. 


(Aus der Landes-Versuchsanstalt zu Brno.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In dieser Zeitschr. 172, 171, 1926 ist meine Doppelelektrode fiir 
die Bestimmung der py-Werte beschrieben. Die angegebene Form ist 
iiberall dort vorteilhaft, wo der Analytiker mindestens 10 bis 15 ccm 
1 i der Lésung, Suspension oder Emulsion 
(Milch, verschiedene Safte, Bodensuspen- 
sion, chemische Lésungen usw.) zur Ver- 
fiigung hat. Jetzt haben wir diese Doppel- 
elektrode modifiziert, um auch die py-Werte 
insehr kleinen Quantitaten (einigen Tropfen) 
bestimmen zu kénnen. 


Das Kappchen A lauft in einen 
Schnabel a aus, der die Kapazitat von un- 
gefahr 2 bis 3 Tropfen aufweist. Das 
iibrige ist aus der Abb. | ersichtlich. Man 
arbeitet mit der Mikroelektrode in folgender 
Weise: Nach dem Abnehmen des Kapp- 
chens A gieBt man einige Tropfen der 
konzentrierten Kaliumchloridlésung auf den 
Schliff, setzt das Kappchen auf und wascht 























Abb. L. das auf diese Weise verschlossene Rohr C 
mit der Veilbel-Standardlésung!. Dann 

gieBt man die Veibellésung bis zu einem Viertel in die Réhre C, figt 

tH ein wenig Chinhydron hinzu und taucht die Platinelektrode hinein. 
i} Von auBen wird diese positive Elektrode sorgfaltig mit destilliertem 
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i 1 S. Veibel, Trans. of the Chem. Soc. 1923. 
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Wasser abgespiilt. Aus dem Schnabel @ wird das Wasser mittels 
Filterpapier ausgesaugt. Die beiden Elektroden sind durch ein Band 
festgehalten. 

Auf diese Art und Weise ist die Mikroelektrode vorbereitet. Jetzt 
gibt man in den Schnabel a | bis 3 Tropfen der Lésung, deren py wir 
bestimmen wollen, fiigt ein wenig von Chinhydron hinzu und milt 
nach dem Tauchen der negativen Elektrode das Potential, voraus- 
gesetzt selbstverstindlich, daB die Temperatur der Veibel- sowie auch 
der gemessenen Lésung gleich und bekannt ist. 


Nach dem Ablesen der Millivolt spiilt man die Elektrode mit 
Wasser, dieselbe kann sofort fiir weitere Arbeit benutzt werden 
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Uber die Wirkung 
des Coffeins auf die Eiweiffraktionen des Blutes. 


Von 
Janos Szeloezey und Imre Sarkany. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der kgl. ungar. Paézmany Péter. 
Universitat zu Budapest.) 


(Eingegangen am 2. November 1929.) 


Unter der Wirkung des Coffeins und im allgemeinen der Purin- 
diuretica vermehrt sich der GesamteiweiBgehalt des Blutes. 


Diese Blutverainderung bewies schon Schréder (1), der die Menge der 
Trockensubstanz des Blutes unter Coffeindiurese untersuchte. Am Héhe- 
punkt der Diurese fand er den Gehalt an Trockensubstanz um 10%, ver- 
mehrt; dieser Mehrwert verschwindet am Ende der Diurese. Von eine: 
ahnlichen Bluteinengung sprechen W.H. Veil (2) und Spiro (3) (4), die 
bei nephrektomisierten Kaninchen einen Anstieg des Bluteiweifigehalt= 
mit einer gleichzeitigen Verminderung der Serum-Kochsalzmenge fanden. 
Nonnenbruch (5) (6) beobachtete bei seinen Coffeinversuchen ebenfalls eine 
Erhéhung der Gesamt-Bluteiwei8stoffe. Bei der Erérterung der Versuchs- 
ergebnisse nehmen Nonnenbruch und die obigen Verfasser verschiedene: 
Standpunkt an. Veil und Spiro erkliren ihre Resultate im Sinne eine! 
Salz- und Wassereinwanderung in die Gewebe aus den GefaiBen. Diese 
gegen die Gewebe gerichtete Strémung bringt bei den nephrektomisierten 
Kaninchen den Anstieg des Bluteiwei8gehalts zustande. Demgegeniibe: 
behauptet Nonnenbruch, der bei Vermehrung der Eiweifimenge immer eine 
Verminderung der Erythrocytenzahl konstatierte, daB das Eiwei® aus den 
Geweben in die Blutbahn strémt. Diese Strémung ist nach seinen Angaben 
ganz bedeutend. Beim Versuch Nr. 3 sank durch 0,5g Theophyllin subkutan 
die Erythrocytenzahl von 6,2 Millionen auf 6,16 Millionen herab, wobei 
das Serumeiwei’ sich von 7,02 auf 7,74 erhéhte; beim Versuch Nr. 4 fiel aut 
eine intramuskulare Gabe von 0,48 g Theophyllin bei gleichzeitiger Gabe 
von 150 cem physiologischer NaCl per os die Zahl der roten Blutkérperchen 
von 7,35 auf 6,96 Millionen, waihrend die Menge des SerumeiweiBes von 
6,724 auf 9,26°% stieg. Der Serumkochsalzgehalt verainderte sich bei seinen 
Versuchen in verschiedenem MaBe. Neuschloss (7) fand beim Menschen, 
daB das per os gegebene Coffein wahrend der Diurese, bei gleichzeitige: 
Eindickung des Blutes, die spezifische Viskositat des Serums vermindert. 
In klinischen Versuchen fanden Starlinger (8) (9), Rusznydk (20), Farkas (11), 
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Bufinger (12), Toth (13), Gortner und Grendel (14), Kollert und Hartl (15) 
und noch zahlreiche andere Forscher, da®8 in allen jenen Krankheiten, wo 
der Wasserhaushalt gestért ist, die EiweiBfraktionen des Blutes eine Ver- 
inderung erfahren. Rusznydk (16) fiihrt die renalen Odeme gerade auf die 
Fraktionsénderung des Bluteiwei8es zuriick. 

Wenn der Gehalt des Blutes an Eiwei8 wihrend der Coffein- 
diurese sich vermehrt, und wenn die EiweiBfraktionen bei dem Wasser- 
haushalt eine groBe Rolle spielen, drangt sich die Frage auf, ob auf 
die Einwirkung der Diuretica die Fraktionen sich verschieben, und 
wenn ja, in welcher Richtung ? 

Diese Frage zu beleuchten, stellten wir als Ziel unserer Unter- 
suchungen. 

Methodik. 


Die EiweiBfraktionen des Blutes haben wir nach den Vorschriften 
von Rusznydk (17) mit verschiedenen konzentrierten (N H,),S O,-Lésungen 
ausgefallt und bestimmten diese durch Nephelometrie. Das Gesamteiwei® 
wurde mit einem Gemisch von 1 Teil kaltgesittigter (NH,),.SO, und 1 Teil 
n/5 HCl, das Pseudo- und Euglobulin und Fibrinogen mit 1 Teil kon- 
zentrierter (N Hy),SO, und 1 Teil destillierten Wassers, das Euglobulin und 
Fibrinogen mit 2 Teilen konzentrierter (NH,),SO, und 1 Teil destillierten 


wr 


Wassers, und endlich das Fibrinogen mit einem Gemisch von 27 Teilen 
(NH,),SO, und 73 Teilen destillierten Wassers ausgefallt. Als Nephelo- 
meter benutzten wir das von der Firma C. Zeiss verfertige ,,Stufenphoto- 
meter‘’. Die Bestimmungen machten wir in jedem Falle in Citratplasma, 
welches so gewonnen wurde, daB wir zu leem 5%iger Citratlésung 4 cem 
Vollblut mischten. Als Versuchstiere benutzten wir Kaninchen, die wir 
4 bis 6 Tage vor dem Gebrauch auf gleiche Diait und Lebensweise stellten. 
Das Blut nahmen wir stets morgens bei niichternem Magen aus der Ohrvene, 
ausnahmsweise aus dem Herzen. 

Die normale EiweiBfraktion des Kaninchenblutes geben die Autoren 
auf Grund der verschiedenen Methodik nicht gleich an. So fand Lang- 
stein (18) im Mittelwert von fiinf Bestimmungen den Albumin-Globulin- 
quotienten fiir 2,86, seinen maximalen Wert fiir 3,59, minimal fiir 2,32. 
Lewinski (19), Robertson und Huryburton (20) haben den Quotienten 
auf 2,4 festgesetzt. Hammarsten (21) stellt ihn auf 2,5. Nobutaka 
Ishiyama (22) stellt als Mittelwert bei zehn Kaninchen 2,063 fest, 
wovon auf weibliche Tiere 2,43 fallt; Maximalwert fiir Rammler 3,019, 
weiblich 3,524, Minimalwert fiir Rammler 1,214, weiblich 1,624. Wir 
faBten unsere normalen Werte in der Tabelle I zusammen. 

Wir fanden den Quotienten héher als die genannten Autoren. 
Unsere 22 Bestimmungen zeigen im Mittelwert 3,127. Diese Zahl 
kommt jener von Langstein bestimmten am nachsten. Der Minimal- 
wert ist 1,264, der Maximalwert 4,649. Den als Mittelwert genommenen 
Quotienten zeigen am besten Kaninchen von 2000 bis 2800 g; dagegen 
zeigen die jungen Kaninchen in manchen Fallen stark verminderten, in 
einigen aber bedeutend erhéhten Quotienten. 
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Tabelle I. 





Nr Datum Gewicht 
11 19. VII. 1600 
1 4. VIL. 1800 
6 6. VII. 1620 
19 6. VIII. 3400 
14 2. VIII 2200 
15 2. VIII. 1810 
17 6. VIII. 2950 
4 i "Sas 2100 
16 5. VIII. 2000 
10 a7... Va. 2359 
12 23. VII. 2900 
20 8. VITL. 2450 
9 15. VIL. 2400 
8 i. Ve. 2450 
22 14. VIII. 1450 
18 6. VILL. 1750 
13 1. VOL. 2150 
5 ie VE 1600 
21 10. VILL. 1600 
3 6. VI. 1900 
3 5. VI. 1750 
7 7. VIL. 1700 


Wir untersuchten, in wele 


Kaninchen an verschiedenen 


befinden sich in Tabelle I. 


Albumin 


54,60 
60.65 
68,75 
70,59 
70,85 
72,61 
73,42 
73,33 
72.80 
74,67 
74.36 
74,81 
74,36 
74,68 
75,13 
76,02 
76,63 
78,10 
78,07 
79,40 
79,40 
81,17 


Tagen tbereinstimmen. 


Eiweififraktionen 


Pseudo- 


37,07 6,13 
29,55 7,94 


25,78 2,54 
25,10 2,81 
22,90 4,75 


21,35 4.00 
23,24 2.10 
20,60 4,16 
19,70 5,30 
20,83 3,48 
18,96 4,48 
20,76 2,93 
18.67 4,57 
18,87 4,20 
16,42 6.00 
19,03 3,45 
19,27 3,05 
17,40 3,18 
16,85 3,08 
18,08 1.63 
15,08 2,63 
15,08 2.38 


Tabelle II. 


Eu- | Fibrino- 
globulin globulin 


gen 


2,20 
1,86 
2.93 
1,50 
1,50 
2.04 
1,10 
1.91 
2.20 
1,02 
2,20 
1,50 
2,40 
2,25 
2.45 
D0 
1,05 
1,32 
2,00 
0,89 
1,89 
1,37 


—_ 


Albumin 
Globulin 
quotient 


1 264 
1,617 
2.427 
2.529 
2.562 
2 864 
2.889 
2.961 
2912 
8.071 
3.172 
3,157 
3,199 
3,237 
3.353 
3.378 
3.433 
3.795 
3.917 
4.028 
4483 
4.649 


hem MaBe die Quotienten bei denselben 
Die Resultate 
Es geht daraus hervor, daB die gleichen 
Individuen ihre Quotienten streng beibehalten: der Quotient zeigt 


nur in der zweiten Dezimalen Verschiebung, welche 0,05 nicht iiber- 





Nr. Datum Gewicht 
2 5. Fi 1750 
16. VI. 1500 
8 $a a 2450 
15. VI. 2400 
17. VIL. 2380 
10 ka; ¥Ek. 2350 
27. VIL. 2450 
13 1. VII. 2150 
5. VILL. 2000 
14 2, Vail. 2200 
10. VIII 2300 
19 6. VIII. 3400 
8. VIII 3400 


Albumin 


79,40 
79,63 
74,68 
74,36 
74,67 


74,67 
74,81 
76,63 
76,04 
70,85 
70,34 
70,59 
70,59 


Eiweififraktionen 


Pseudo- 
globulin 


15,08 2 
15,12 3 
18,87 4,20 
18,67 4 
18,83 4 
20,83 3,48 
20,76 3,40 


19,27 3,05 
19,02 3.85 
22.90 4,75 
22,72 4,20 
25,10 2,81 
24,59 3.01 


Eu 
globulin 


Fibrino- 


gen 


1,89 
2.00 
2,25 
2,40 
2,02 
1,02 
1.03 
1,05 
1,10 
2.50 
2.54 
1,50 


1,80 


Albumi 
Globulin 
quotien 


4483 
4332 
3,237 
3,199 
3.203 
3,071 
3,106 
3,433 
3,392 
2 566 
2'613 
2529 


2 5s 


2.557 
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steigt. Eine Ausnahme zeigt nur Kaninchen Nr. 2, bei welchem nach 
11 Tagen der gefundene Quotient mit 0,151 kleiner ist als vorher; 
es hangt dies vielleicht mit der aus unbekannter Ursache entstandenen 
Gewichtsabnahme des Tieres (von 1750 auf 1500 g) zusammen. Ab- 
gesehen von dieser Ausnahme sehen wir, daB die Kaninchen auf gleicher 
Didt und bei gleichen Lebenshedingungen ihre BluteiweiBfraktionen auf 
gleichen Werten aufrecht erhalten; der Quotient ist konstant. Wir halten 
diesen Befund fiir wichtig, denn in den spiteren Diureseversuchen haben 
wir bedeutende Fraktionsverschiebungen gefunden. 

Es war noch von Bedeutung, auch jene Frage zu klaren, inwiefern 
die Blutentnahme (4ccm) die Fraktionen beeinfluBt. Die Resultate 
haben wir in Tabelle LIT zusammengefaBt. Nach einer Blutentnahme 


Tabelle Ill. 





Zeit Eiweibifraktionen Albumin- 

Nt Datum Gewicht der Blut- er Eu Fibrit Globulin- 
. . : seudo- wu- rine- auotie 

entnahme Albumin globulin | globelin oon juotient 
l S 3e 1800) Oh 69.65 29,55 7.94 1,86 1.67 
1 00’ 69,46 29,74 7,84 1.96 1,608 
5 17. VIL. 1609 0 78,10 1740 3,18 1.32 3.795 
1 10 78,05 17.45 3,10 1,49 3,798 
11 19. VIl. 1600 0 54.69 37,07 6,13 2,20 1,264 
t 1s 54,00 36,67 6.01 2.32, 1,265 
10 5. VILL 2000 0 72.80 19.70 5,30 2.20 2.912 
15 72.80 19,96 5,04 2,20 2,912 
18 6. VILL. 1750 0 76,02 19.03 3,45 1.50 3,381 
x 55 75,76 19,04 3,30 1.60 3.391 


von 4ccm erfahrt der Albumin-Globulinquotient sogar nach einer Stunde 
iiberhaupt keine nennenswerte Verdnderung und zeigt nur in der dritten 
Dezimale eine Verschiebung. In den fiinf Fallen war der Quotient 
nur beim Kaninchen Nr. 1 verschoben mit 0,063. Das Fibrinogen 
zeigte ausnahmslos einen kleinen Anstieg. 

Da wir bei den Diureseversuchen wegen der Verabreichung der 
Fliissigkeit durch die Magensonde die Tiere anzubinden gezwungen 
waren, untersuchten wir, inwieweit diese kurzdauernde Fesselung 
die Blutfraktionen beeinfluBt. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle IV. 
Das Blut wurde mit einstiindiger Pause zweimal genommen, und 


zwar aus dem Herzen des Tieres. Die Fesselung dauerte ungefahr 
5 Minuten. Man sieht aus diesen zwei Versuchen, daB in beiden Fallen 
das Albumin bedeutend zunimmt und so das Pseudoglobulin wie das 
Euglobulin sich vermindert, welches auch in der VergréBerung des 
Quotienten einen Ausdruck findet. Beim Kaninchen Nr. 14 steigt 
der Quotient um 1,107, beim Kaninchen Nr. 15 um 0,789 an. Das 
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Fibrinogen weist nur einen nicht nennenswerten Anstieg auf. Dab jene 
Verschiebung der Fraktion nicht durch die Blutentnahme, sondern 
von der Anbindung bedingt wird, beweist die vorherige Tabelle III. 
In diesem Falle geschah die zweite Blutentnahme ebenfalls aus dem 
Herzen, und der Quotient zeigt nur in der dritten Dezimale eine Ver- 
inderung, wahrscheinlich deshalb, weil wir das Tier bei der ersten 
Blutentnahme nicht fesselten. 

Nach diesen Orientierungsversuchen schritten wir erst zu unserer 
eigentlichen Aufgabe. 

Wir besprechen unsere Versuche in drei Abschnitten, je nachdem 
wir 1. Coffein und per os Wasser, 2. Wasser allein, 3. nur Coffein gaben. 

In der ersten Gruppe unserer Versuche beobachteten wir die Fraktionen 
des Blutes bei der primaéren und sekundaéren Blutverdiinnung. .Siebeck, 
Marz und andere Autoren fanden naimlich nach Wasserdarreichung per os 
beim Menschen eine zweiphasige Blutverdiinnung. Die GréBe der Ver- 
diinnung konstatierten sie aus der Veréinderung des Himoglobinwertes. 
Die primaére Verdiinnung beginnt erst 20 bis 40 Minuten nach der Wasser- 
darreichung, die sekundare nach 50 bis 80 Minuten. Zwischen diesen zwei 
Verdiinnungen beobachteten sie bedeutende qualitative Unterschiede. Bei 
der ersten Verdiinnung besteht némlich nur eine salz- und fliissigkeitsarme 


hl 


Einstrémung, bei der zweiten aber beobachteten sie im Einklang mit 
Magnus (23) und Nonnnebruch eine salz- und eiweiGBreiche Fliissigkeits- 
einwanderung {Méller (24). Marx (25)] (26) behauptet die Unabhangigkeit 
der Diurese von der Blutverdiinnung. Siebeck (27) (28) fand die gréBte 
Diurese bei der zweiten Verdiinnung. Bei unseren Coffein-Wasserversuchen 
fanden wir ebenfalls diese zweifache Blutverdiinnung, welche sich zuerst 
in einer relativen Verminderung, dann aber in einer .Vermehrung des Ei- 


weibes zeigte. 

Wir benutzten statt Coffeinum purum das sich viel besser liésende 
Coffeinum natrio-benzoicum in einer 20°,igen Lésung. Das Coffein 
gaben wir intramuskulaér, das Wasser durch eine Sonde per os. Bei 
der Sondierung achteten wir auf eine méglichst kurze Dauner aus 
obigen Griinden. Die GesamteiweiBmenge und die Fraktionen des 
Blutes bestimmten wir vor der Coffeindarreichung und nach der Ver- 
abreichung des Coffeins und des Wassers in verschiedenen Zeitabstianden. 
Unsere Resultate faBten wir in Tabelle V zusammen. Bevor wir aber 
zu der Erérterung unserer Ergebnisse schreiten, wollen wir noch jene 
Beobachtungen mitteilen, welche wir bei alleiniger Wassergabe er- 
hielten und welche sich in Tabelle VI befinden. Es ergibt sich, daB 
durch Wassertrinken von 50 bis 60 ccm pro Kilogramm der Albumin- 
Globulinquotient in einer nach 3 Stunden vorgenommenen Blut- 
entnahme angestiegen ist, und zwar beim Kaninchen Nr. 6 um 1,334, 
beim Kaninchen Nr. 9 um 0,456. Die Menge des Albumins steigt an, 
das Pseudo- und Euglobulin vermindern sich proportioniert. Das Fibri- 
nogen zeigt eine minumale Zunahme. 
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Mit diesen Vorbemerkungen wollen wir nun zu der Erértcrung 
ler Ergebnisse von Tabelle V zuriickkehren. Zuerst nimmt die Menge 
des GesamteiweiBes bedeutend, mit 77,5 bis 86,9°, des Ausgangs- 
wertes, ab. In der zweiten Phase nahert sie sich dem Ausgangswert, 
um ihn danach gut zu iibersteigen (115,6 bis 121,3°.,); ahnlich benimmt 
sich der Albumin-Globulinquotient. In der ersten Phase ist er ver- 
mindert, das Albumin und das Gesamtglobulin nimmt zu, im zweiten 
Absatz der Wirkung steigt es an, bzw. hier ist das Albumin vermehrt 
und der Globulinwert gesunken. In der Veranderung der Globulin- 
fraktion dominiert das Euglobulin, indem es in der ersten Phase um 
das 2,5- bis 3-, beim Kaninchen Nr. 19 sogar um das 6fache zunimmt. 
Eine Ausnahme zeigt nur Kaninchen Nr. 21, bei diesem anderte sich 
der Quotient nach 42 Minuten nicht, leider gelang die nichste Blut- 
entnahme nicht, und so konnten wir das Verhalten der zweiten Phase 
nicht beobachten. Beim Kaninchen Nr. 19 verschob sich die zweite 
Phase, indem der Quotient des nach 6 Stunden genommenen Blutes 
keine VergréRerung beweist, obzwar die Quotientverminderung der 
ersten Phase wohl zu beobachten war. 

Man sieht also, daB die HiweiBfraktionen des Blutes auf Coffein — per 
os Wasser eine zweiphasige Verdénderung zeigen. In der ersten Phase ver- 
mindert sich der Albumin-Globulinquotient, in der zweiten steigt eran. Die 
Verminderung des Quotienten der ersten Phase ist auch deshalb be- 
deutender, da er auf Fesselung gerade umgekehrt sich erhéhen miiBte. 
Nach unseren Versuchen hilt diese erste Phase ungefahr 3 bis 3,5 Stunden an. 

Die mit Coffein allein durchgefiihrten Versuche sind in Tabelle VII 
zusammengefaBt. Wir fiihrten sie auf zweierlei Art aus. Die Ka- 
ninehen Nr. 12 und 13 wurden stiindlich katheterisiert, bzw. wir banden 
sie wiederholt an. Die Kaninchen Nr. 10, 19 und 20 wurden niemals 
gefesselt. Das Coffein wurde stets intramuskulaér in den Glutaus ge- 
geben. Das Blut entnahmen wir zum zweitenmal nach 30 Minuten, 
dann nach 2 und spater nach 2,5 Stunden. Das Gesamteiweif fanden 
wir so bei den unangebundenen wie bei den gefesselten Kaninchen 
den Versuchen von Nonnenbruch, Schréder und Spiro ahnlich, in den 
ersten 2 Stunden erhéht, dann vermindert es sich zu dem Ausgangs- 
wert hin und fallt sogar unter diesen. Der Quotient so des gefesselten wie 
des freien Kaninchens vermindert sich in der ersten Phase, d. h. das 
Albumin wird weniger, das Gesamiglobulin vermehrt sich. Bei der Globulin- 
zunahme, im Gegensaiz zu den Coffein +- Wasser-Versuchen, spielt nicht das 
Euglobulin die Hauptrolle, sondern das Pseudoglobulin. Das Fibrinogen 
zeigt einen minimalen Anstieg. In der zweiten Phase wichst der Quotient, 
das Albumin vermehrt sich, dagegen vermindert sich so das Pseudo., 
wie das Euglobulin. Das Fibrinogen zeigt einen weiteren kleinen Zuwachs. 
Bei den gefesselten Tieren kommt die zweite Phase spiter zustande, die 
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erste dauert ungefahr 2 Stunden, bei den wnangebundenen fanden wir 


schon nach 2 Stunden die zweite Phase. 

Wenn wir unsere reinen Coffein- und Coffein + Wasserversuche vei 
gleichen, so sehen wir, daB in beiden der Albumin-Globulinquotient eine 
zweiphasige Wirkung zeigt; in der ersten sinkt er, in der zweiten steigt 
eran. Zwischen beiden Phasen fanden wir nur einen Zeitunterschied 
indem bei den reinen Coffeinversuchen die erste Phase bedeutend 
kiirzere Zeit dauert, sie lauft ungefahr in 1,5 Stunden ab, wahrend 
sie bei den Coffein -- Wasserversuchen 3 bis 3,5 Stunden dauert 

Es kann also behauptet werden, daB unter der diuretischen Wirkung 
des Coffeins die Fraktionen der BluteiweiBstoffe eine Verschiebung 
erleiden; welche Rolle aber dieser Verschiebung bei der Diurese zu- 
kommt, wollen wir, solange wir die iibrigen Diuretica nicht unter. 
suchten, nicht versuchen zu erklaren. Versuche beziiglich der Salz- 
und Quecksilberdiuretica und Hypophisis sind im Gange. 


Zusammenfassung. 

Bei Kaninchen zeigt der Albumin-Globulinquotient nach Coffein- 
und Coffein + Wassergabe eine zweiphasige Anderung. Zwischen 
beiden Phasen fanden wir nur einen zeitlichen Unterschied. Bei unseren 
reinen Coffeinversuchen ist die erste Phase bedeutend kiirzer als die 
zweite, sie verlauft in 1 bis 1,5 Stunden, bei den Coffein -—- Wasser- 
versuchen ist sie aber auf 3 bis 3,5 Stunden verlangert. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XIX. Mitteilung!: 
Der Jodgehalt im normalen tierischen Organismus. 


Von 
E. Maurer und H. Duerue. 
(Damals: Universitéts-Kinderpoliklinik, Miinchen.) 


(Eingegangen am 2. November 1929.) 


Die Erkenntnis der nahen Beziehungen, welche zwischen der 
Funktion der Gland. thyreoidea und dem Jodhaushalt bestehen, hat 
zur Vornahme zahlreicher Untersuchungen iiber die Menge des Jod- 
vorkommens in diesem Organ AnlaB gegeben. 


Sie bezweckten und erbrachten in erster Linie den Beweis, da8 zwischen 
dem Jodreichtum der Nahrung einerseits und Jodgehalt wie GréBe der 
Schilddriise andererseits gewisse Ubereinstimmung besteht (Baumann, 
Herzfeld und Klinger, Suiffet, Fukushima), zeigten aber auch, daB neben 
dem genannten Umstand noch eine Reihe anderer fiir den Jodreichtum 
des Organs von maBgebender Bedeutung ist, welche mit einem verschieden 
groBen Gehalt der Nahrung an Jod nicht allein zu erkliren sind. Von 
Bedeutung scheint vor allem der Einflu8B des Alters, nachdem sich auf 
Grund der Feststellungen von Thomas und Dethougne, v. Fellenberg, Maurer 
u. a. ein relativ geringer Jodgehalt in der Schilddriise des Neugeborenen 
ergeben hat, welcher dann erst mit zunehmendem Alter langsam anwachst 
und seinen héchsten Stand etwa zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr 
erreicht (Jolin, Monery). Es zihlen dazu ferner jahreszeitlich gebundene 
Schwankungen (Fenger), daneben solche, die sich wie die Jodverarmung 
der miitterlichen Schilddriise wéhrend der Schwangerschaft (Monery) 
unter dem Einflu8 gewisser besonderer Lebensbedingungen ergeben. Ob 
auch Unterschiede des Geschlechts und der menschlichen Rassen fiir die 
Héhe des Jodgehalts der Schilddriise maBgebend sind, steht noch nicht 
fest. Sicher scheint jedoch nach den Untersuchungen von Roos zu sein, 
daB bei groBer Freiziigigkeit der individuell bedingten Differenzen prinzipielle 
Unterschiede bei den einzelnen Tiergattungen bestehen, auf Grund deren 
die Schilddriise bei Carnivoren (Fuchs, Marder, Iltis, Katze) nur geringes 


1 Infolge Abwesenheit der Verfasser hat sich das Erscheinen det 
XIX. und XX. Mitteilung verzégert. Dies ist der Grund, weshalb die 
XXI.. XXIT. und XXIII. Mitteilung von der Verdéffentlichungsreihe 
bereits friiher (diese Zeitschr. 218, 1, 18, 32. 1929) erschienen sind. 
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Jodspeicherungsvermégen besitzt, wahrend dagegen bei Herbivoren de: 
Jodreichtum des genannten Organs ein relativ hoher zu sein pflegt. 

Noch weniger geklirt als beziiglich des Schilddriisenorgans ist dix 
Frage des Jodvorkommens in anderen Teilen des tierischen Organismus 








| Herzfeld und Klinger haben noch vor wenigen Jahren die Ansicht vertreten 
daB unter normalen Verhaltnissen weder das Blut noch andere Organ« 
auBer der Glandula thyreoidea Jod enthalten und auch Marine glaubte 
| auf Grund experimenteller Studien annehmen zu miissen, dai die Tendenz 
fiir Jodspeicherung lediglich dieser innersekretorischen Driise eigentiimlic! 
ist. Es hat sich jedoch in der Folge erwiesen, da kaum ein Bestandteil 
des Kérpers in Wahrheit als ,,jodfrei“ im strengen Sinne des Wortes zu 
| betrachten ist. Freilich sind die Berichte tiber die vorgefundenen Jod 
mengen wenig einheitlich, ja sie lauten oft einander geradezu widersprechend. 
Die Ursache dafiir mag zum Teil auf Ungleichartigkeit der Untersuchungs- 
bedingungen beruhen (Unterschiede im Alter, Geschlecht, Herkunft, 
Gesundheitszustand, Vorbehandlung des Untersuchungsobjekts). Von 
erheblicher Bedeutung ist daneben wohl auch der Umstand, daB eben 
bis zu der nunmehr von Fellenberg durchgefiihrten Ausarbeitung eine: 
: hinreichend exakten Methodik die Untersuchungen haufig unter Mangeln 
& der Analysentechnik zu leiden hatten. 
h 
a ' Tabelle. 
| Jodgehalt im Organismus normal ernéhrter Kaninchen in Prozenten. 
| +] Organ Normal- Normal- Normal- Normal- Normal- Mittel- 
’ tier 1 tier 2 tier 3 tier 4 tier 5 wert 
{ Thyreoidea gesamt . . . 15000 -~ 33000 §=14000 1170 15800 
i} » recht. Lappen - 10800 1000 
i} 3 linker Lappen — 18609 1320 -- 
li Ce Rt KR 60 300 235 2150 800 700 
ii eS. ici Ss 245 300 40 35 — 109 
| Tube a oe - — 120 33 : 75 
f ii ae dice, 11 | 66 26,5 160 100 70 
4 ' Gland. supmaxillaris -- 79 12,5 80 94 65 
! Re 18 8,5 53 14 53 30 
DE ie ae. fe 13 18 4.5 49 22,5 20 
NE Fee oe ener — 8,5 4.5 51 14,5 20 
ee Se gt AE dt — — 27 _ — 20 
ee ee Sam 3,5 18 2,5 10 10 14 
Haut... 3 beSzi< 12 4,5 5 17,5 17,5 9 
BREE 3. So ee em — — 4.5 10,5 10,5 9 
; SS ee — 1,5 - — 8 
} Fett - 95, - -- 3 
et Magen 12,5 ~ -- - — 
; Diinndarm . 20,0 — — ~- _ 
i Dickdarm 4,0 ~ — -- - 
Ga!le 20 62 - — 40 
Blut 50 9 —_ _- 30 
Blutplasma hehe 8 70 10 — — 40 
Blutkorperchen. . . . . - 33 8 — 21 
: * Normaltier1!. . . . weil, 2300 ¢ Gewicht, weiblich 
| " 6. eee. Zo ee 4 . 
e Bh. sos os eh, | " 
pe 4. grauweib, 2500 ¢ 4 ~ 
| % 5... . wei, 2000 ¢ " je 
| 
it 
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Zur Gewinnung eines Uberblicks tiber das Jodvorkommen im 
normalen tierischen Organismus erscheint es daher am Platze, die 
bisher vorliegenden Angaben tiber den Jodgehalt der einzelnen Kérper- 
bestandteile durch die Wiedergabe der in letzter Zeit an unserem 
Institut erhobenen Befunde zu erganzen, welche zugleich als Ausgangs- 
punkt unserer Studien tiber das Jodspeicherungsvermégen einzelner 
Organe dienen sollen. 

Es handelt sich bei diesen Befunden um die Ergebnisse jodana- 
lytischer Untersuchungen, welche im AnschluB an die an anderer 
Stelle! mitgeteilten Studien iiber den Jodgehalt des menschlichen 
Organismus nunmehr hauptsachlich an Kaninchen durchgefiihrt 
wurden. Sie zeigen, daB der Jodgehalt der Gland. thyreoidea auch 
bei diesen simtlich aus dem gleichen Zuchtkreise stammenden Tieren 
in seiner Héhe wesentlichen Schwankungen unterworfen ist. Auch 
im Jodgehalt der beiden Schilddriisenhalften treten, ahnlich wie es 
Eckstein auf Grund seiner Untersuchungen an Hunden festgestellt 
hat und wie es sich uns auch spater noch beim Vergleich des Jodgehalts 
der beiden Schilddriisenlappen von Schafen erwies, sehr betrachtliche 
Differenzen in Erscheinung. Nachst der Schilddriise findet sich auch 
hier, ebenso wie beim Menschen, der héchste Jodgehalt mit Regel- 
maBigkeit im Eierstock. Sein mittlerer Jodgehalt betragt 700 y-°.,. 
Auf die Méglichkeiten zur Erklarung dieses Umstandes sei an dieser 
Stelle nicht naher eingegangen, aber doch daran erinnert, da schon 
bei der Besprechung der Untersuchungsergebnisse am Menschen auf 
den hohen Jodgehalt aller untersuchten endokrinen Organe hingewiesen 
werden konnte. Der Jodreichtum der weiblichen Genitalien erstreckt 
sich dabei nicht auf das Ovarium allein, sondern betrifft vielmehr auch 
Uterus und Tuben, die in der Reihenfolge des mittleren prozentualen 
Jodgehalts in unserer Zusammenstellung dem Ovarium unmittelbar 
folgen. — Von inneren Organen wurden ferner Milz und Leber unter- 
sucht, wobei erstere sich regelmaBig als durch hohen Jodgehalt aus- 
gezeichnet fand. Auch im Herzmuskel war ein relativ bedeutendes 
Jodvorkommen nachzuweisen. Im Gehirn des Tieres ist der Jod- 
gehalt in der Regel nur gering, auch das Kérperfett vermag offenbar 
in der Norm nur wenig davon zu speichern. 

Von den Orten der Jodausscheidung findet sich besonders in 
der von uns untersuchten Unterkieferspeicheldriise ein hoher Jod- 
gehalt, wohl als Hinweis auf die Rolle des Speichels fiir die Jqd- 
ausscheidung. Im Verhaltnis daz» ist der Jodgehalt der Niere und 
der Lunge als gering zu betrachten. Auch die Haut, die fiir die per- 
kutane Ausscheidung in Frage kommt, enthalt nicht unbetrichtliche 


1 Miinch. Med. Wochenschr. 1926, 1927. 
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Mengen, erheblich mehr noch aber findet sich in ihren Anhangsgebilden, 
in den Haaren und in der Hornsubstanz der Nagel. In der Galle, deren 
Rolle fiir die Jodabgabe vor allem Witt gewiirdigt hat, fand sich 
bei unseren Untersuchungen ebenfalls Jod. Der Jodgehalt des Blutes 
ist nicht bei allen Tieren einheitlich, im Blutplasma findet sich regel- 
maBig mehr Jod als in den festen Bestandteilen. 

Allgemein ist ferner zu sagen, da8 nach unseren Beobachtungen 
der Jodgehalt der Schilddriise in keiner Weise als Indikator fiir den 
Jodgehalt des Gesamtorganismus zu gelten hat, da die Werte in den 
iibrigen untersuchten Teilen des Kérpers unabhangig vom Jodwert 
der Schilddriise stark variierten, ja in dem einen Falle, in welechem 
beide Schilddriisenlappen nur wenig davon enthielten, die prozentualen 
Jodwerte der iibrigen untersuchten Organe sogar auBerordentlich gro’ 
waren. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XX. Mitteilung!: 


Die BeeinfluBbarkeit des Jodgehalts im tierischen Organismus durch pere 
orale Zufuhr geringer Mengen anorganisch gebundenen Jods. 


Von 
Ek. Maurer und H. Duerue. 


(Damals: Universitaéts-Kinderpoliklinik, Miinchen.) 


(Eingegangen am 2. November 1929.) 


Die Tatsache, daB in so gut wie allen Teilen des tierischen Orga- 
nismus ein Vorkommen von Jod in verschieden hohen Mengen nachzu- 
weisen ist, gibt AnlafgS zu der Fragestellung, ob und in’ welchem 
Umfang sich die einzelnen Organe bei peroraler Zufuhr von Jod an der 
Speicherung zu beteiligen vermégen. 

Untersuchungen nach dieser Richtung liegen bereits mehrfach vor, 
die sich zum Teil mit dem EinfluB von Jodgaben auf den Jodgehalt der 
Schilddriise befassen (Eckstein), zum Teil auch andere Organ’ in den Kreis 
ihrer Beobachtungen ziehen und dabei hauptsichlich nach Unterschieden 
hinsichtlich Dauer und Umfang der Retention verschiedenartig gebundenen 
Jods Umschau halten (Lesser, Heubel, Bachem u. a.*). 

Beziiglich der Verteilung von Jod, das als Kaliumjodid in anorganischer 
Bindung dem Organismus zugefiihrt wird, seien hier die klassischen Unter- 
suchungen von Loeb angefiihrt, der das Problem in umfangreichen Ver- 
suchen an Kaninchen und Hunden zum Gegenstand seiner Forschungen 
gemacht hat. In Anbetracht des Umstandes, daB der Jodstoffwechsel unter 
physiologischen Bedingungen einen zahlenmaBig nur sehr geringen Umfang 
besitzt, ist aber gegen seine wie gegen fast alle alteren Arbeiten auf diesem 
Gebiete iiberhaupt der Einwand zu erheben, dai sowohl der experimentellen 
Verabreichung als dem nachfolgenden Versuch einer quantitativen Fest- 
stellung des zugefiihrten Jods in den einzelnen Teilen des Organismus 
weitaus zu hohe Werte zugrunde gelegt worden sind. Hat doch z.B. 
v. Fellenberg darauf hingewiesen, da{ der tagliche Jodumsatz des erwachsenen 
Menschen nur 17 bis 80 y im Tage ausmacht, waihrend Loeb in einem Falle 
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' Vel. die Anmerkung in vorstehender Mitteilung. 
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auch K. Scharrer und J. Schwaibold, diese Zeitschr. 195, 228, 1928. 
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einem 1875g schweren Kaninchen 1g Jodkalium, d. i. rund 400 y Jod 
pro Gramm Lebendgewicht des Versuchstieres eingegeben hat, was in 
Umrechnung auf das im Mittel 70 kg betragende Gewicht eines erwachsene: 
Menschen einer fiir diesen bestimmten Jodgabe von rund 30g entsprechen 
wirde. v. Fellenberg hat bei ahnlichen Versuchen wohl als erster das geringe 
Ausmaf des physiologischen Jodstoffwechsels in Betracht gezogen und 
demgemaéB die Menge des im Experiment zugefiihrten Jods auf 3600 >, 
d. i. rund 7 bis 9y pro Gramm Lebendgewicht eines Meerschweinchens 
beschrankt. Er konnte dabei den Nachweis erbringen, daB die Zufuh: 
auch einer so geringen Menge Jod bereits eine deutlich feststellbare Er 
héhung des Jodspiegels im Organismus zur Folge hat, welche es gestattet, 
die Fahigkeit seiner einzelnen Teile zur Jodaufnahme unter natiirlichen 
Verhaltnissen annihernd entsprechenden Bedingungen zu priifen. Unsere 
im nachstehenden mitgeteilten Versuche, an denen die Herren cand. med. 
Dentscheff, Hecker, Hirsch, Kresteff durch Vorbereitung der Analysen 
wertvolle Mitarbeit geleistet haben, verfolgten den Zweck, unter Ver- 
wendung gréBerer Tiere — v. Fellenberg selbst nennt die geringen Organ- 
gewichte der von ihm verwendeten Meerschweinchen als eine Quelle 
méglicher Fehlergebnisse — Betrachtungen dariiber anzustellen, an welchen: 
Orte und fiir welche Zeit eine Jodspeicherung im Organismus erfolgt, 
wenn den in erster Linie als Versuchsobjekt verwendeten Kaninchen 10 > 
Jod pro Gramm Gewicht als Jodkali mittels Schlundsonde eingegeben 
wird. Es hielt sich damit die experimentelle Jodzufuhr auf einer Héhe, 
welche, umgerechnet auf das entsprechende Kérpergewicht des Menschen, 
von diesem in der Regel noch ohne Beschwerden vertragen wird. 


Die Untersuchungen wurden damit begonnen, daB drei weiblichen 
ausgewachsenen Kaninchen Jod in der oben genannten Art und Menge 
eingegeben und die Tiere 24 Stunden spater durch Nackenschlag getétet 
wurden. Es ergibt sich auf Grund der Analysenwerte nach der Fellen- 
bergschen Methodik nebenstehendes Bild. 


Die Betrachtung der Tabelle lehrt, daB die Zunahme des Jod- 
gehalts durchaus nicht an allen Teilen des Organismus in gleichem 
MaBe zum Ausdruck kommt. So tritt vor allem der Umstand zutage, 
daB die Jodanreicherung der Glandula thyreoidea auf verhaltnismaBig 
geringe Prozentwerte beschriankt bleibt, wenn auch andererseits in 
absoluter Zahl die Zunahme hier am staérksten zum Ausdruck kommt. — 
Auffallend ist, daB die an sich stark jodhaltigen weiblichen Genitahen 
an der Jodgehaltsvermehrung durch Jodkalizugabe so gut wie keinen 
Anteil nehmen, vielmehr die an den Versuchstieren beobachteten Werte 
vollig in das Gebiet der Norm, fiir das Ovarium sogar an die untere 
Grenze derselben zu liegen kommen. Eine verhaltnismaBbig starke Zu- 
nahme weist der mittlere Jodgehaltswert der Leber auf, wahrend 
der Wert fiir die Milz ein unregelmaBiges Verhalten zeigt. Auch die 
Tendenz zur Jodablagerung im Kérperfett und im Gehirn der Versuchs- 
tiere ist individuell sehr verschieden, so daB z. B. die fiir das erst- 
genannte Untersuchungsobjekt errechneten Zahlen um 0 bis 7000°, 
vom Mittelwert der Norm abweichen. 
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Tabelle I. 


Jodgehalt im Organismus von Kaninchen 24 Stunden nach Jodgabe 
(in 7-%). 





Mittel- Mittel-  Steigerung der 
Organ \ ersuchs- \ ersuchs- Versuchs- wert der | wert der ““Wittelwerte 
tier 1 tier 2* tier 3 Versuchs- | Normal- .. ‘, : 
dere tiere i °/o der Norm 

Schilddrise . . . 20300 93000 — 57009 15800 + 260 
a 820 — 200 260 700 60 
Uterus Ter ae 461 349 - 405 100 } 800 
, a lo a _ 83 85 75 oe 10 
CE ca ie ie nd 400 57 160 70 + 139 
Gland. submax. . 113 — 23 115 65 a SO 
ae 26 9 13 15 30 50 
ee 140 116 IS 9) 20 oa 350 
ae 465 110 182 250 20 + 1159 
Nagel. .. a ~ . 650 659 15 + 4200 
ES oe fe 5 365 31 19 140 y - 1450 
Haut. . is 325 106 3550 1330 9 + 14800 
Lun@ge ... 292 114 _ 205 9 + 2200 
Gehirmn .. ra 15 4 29 15 8 + 100 
ee ee Se. a 3 25 212 80 3 + 2600 
Magen .. . ‘ — a 92 9) 125 + 600 
Dimndarm. ... —- - 15 15 20 + 25 
Dickdarm : +] 9 4 - 100 
2 Sree 362 250 305 40 + 400 
| SSE lie 302 255 590 382 30 + 1170 
Blutplasma .. . 295 265 630 397 40 ! G0 
Blutkérperchen. . 310 245 540 365 21 + 1500 


* Versuchstier 1, weif, 1630 g¢ Gewicht, weiblich 
- 2, grau, 190g Zs a 
3, weib, 1880 ¢ if va 


Am starksten an der 24 Stunden nach Jodkalizufuhr eintretenden 
Erhéhung des Jodgehalts beteiligt erscheinen naturgemaéB die Orte 
der Jodausscheidung, und zwar steht hier wieder an erster Stelle die 
Haut, die Lunge und die Niere?, wahrend der an sich schon hehe Jod- 
gehaltswert der Unterkieferspeicheldriise sich an der Erhéhung auf- 
fallenderweise nicht beteiligt, obwchl bei allerdings wesentlich héheren 
als den hier angewandten Jodgaben von anderer Seite (Binet u. a.) 
eine starke Beteiligung des Speichels an der Jodausscheidung be- 
richtet wird. Von den Anhangsgebilden der Haut zeigen 24 Stunden 
nach der Jodkaliaufnahme die Haare keine, die Nagel in dem allerdings 
einzigen untersuchten Falle eine betrachtliche Jodgehaltsvermehrung. 


Im Magen findet sich zu der genannten Zeit noch ein kleiner Rest 
der Jodaufnahme, der Darm zeigt der Norm weitgehend entsprechende 
Werte. Im Blute findet sich eine von Befunden am Menschen ab- 


1 Vgl. K. Scharrer und J. Schwaibold, 1.c. Auch dort wurde bei det 
Niere eine starke Jodanreicherung gefunden. 
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Tabelle II. 


Jodgehalt im Organismus von Kaninchen 4 » 24 Stunden nach 
Jodgabe (in y-°,). 





Mittelwert Mittelwert Steigerung der 


’ Versuchs- Versuchs- der der : : 
aoe tier 4* tier 5 —— — in Seder eal 

Schilddriise ..... _ 30 500 30 500 15 800 + 100 
ee 102 166 134 700 80 
eee ° 76 31,5 54 100 — 50 
Mg Mike re) Ke 158 108 133 75 — 40 
NEE ae ee —- 12,5 12,5 70 — 80 
Gland. submax. ... 50 19 35 65 — 50 
Haare . 5 9.5 7 30 75 
Herz 5 125 65 20 + 220 
Niere . 13 730 370 20 +1750 
Nagel . 165 57 110 15 + 630 
Leber . 1 15,5 8 9 0 
Haut 13,5 — 7 9 — 20 
Lunge 1 70 35 9 + 300 
Gehirn a 4.5 2 8 — 75 
Fett — _ 3 

Galle . 38 15 26 40 + 35 
Blut 3,1 70 37 40 — 10 
Blutplasma 3,7 64 34 21 +. 60 
Blutkérperchen 2.4 75 39 30 — 

* Versuchstier 4, grauweili, 2 


0g Gewicht, weiblich 
M 


rs 5, weib, 


r 
ig ° “~ 


weichende Vermehrung des Jodgehalts, an der die Blutkérperchen 
den starkeren Anteil haben. 

Uber die Dauer der Fahigkeit des Organismus, als Jodkalium 
verfiittertes Jod in sich zu behalten, sollte ein zweiter Versuch Auf- 
schlu8 geben, in welchem die Tétung der in gleicher Art vorbereiteten 
Versuchstiere erst 4 x 24 Stunden nach der Jodabgabe erfolgte. 

Es fand sich, daB nach der genannten Frist das eingegebene Jod 
den Kérper bereits wieder fast véllig verlassen hat. Die Schilddriise 
weist in einem untersuchten Falle noch einen Jodgehalt auf, der als 
verhaltnismaBig hoch zu bezeichnen ist, aber auch bei einem der unter- 
suchten Normaltiere schon erreicht worden war. Ein sicher erhéhter 
Jodwert fand sich nur in der Lunge und in der Niere, als den Statten 
der hauptsachlichen Jodabgabe, sowie auch in der Hornsubstanz der 
Nagel, deren hoher Jodgehaltswert schon bei den Untersuchungen 
24 Stunden nach der Jodgabe aufgefallen war. Der Jodblutspiegel 
war ebenfalls wenigstens in dem einen der untersuchten Falle noch 
wesentlich héher, als dem Mittelwert der Norm entspricht. 

Zusammenfassend ist auf Grund unserer Beobachtungen wenigstens 
fiir die von uns benutzte Versuchstierart zu sagen, daf nach Zufubr 
geringer anorganisch gebundener Jodmengen zwar eine Jodspeicherung 
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dlerorten im Kérper festzustellen ist, daB sich dieselbe aber ziemlich 
ingleichmaBig verteilt und bereits nach 24 Stunden hauptsichlich an 
Stitten der Jodausscheidung bemerkbar macht, nach 4 x 24 Stunden 
aber der Jodiiberschu8 den Organismus wieder so gut wie vollkommen 
verlassen hat. Ein praktischer Wert dieser Feststellung diirfte darin 
beruhen, daB sie uns einen Hinweis fiir die Notwendigkeit gibt, zur 
Deckung eines Joddefizits im Organismus zugefiihrtes Jod — sofern 
es sich wenigstens um anorganische Bindungsformen handelt nicht 
in mehrtagigen Intervallen, sondern zweckmaBig in fortlaufend taglicher 
Applikation zu verabreichen. 
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93. — Kresteff, Inaug.-Diss. Miinchen 1927. — Lesser, Arch. f. Derm. 64. 

Loeb, Arch. ft. exper. Pathol. u. Pharm. 56. Maurer und Mitarbeiter 
(auBerhalb der Verdéffentlichungsreihe), Miinch. Med. Wochenschr. 1926, 
1927; Zeitschr. f. Kinderheilkde. 44; Arch. f. Gyn. 180. Monéry, Journ. 


de phys. et de path. gen. 7, 1; de pharm. et de chem. 19. — Roos, Zeitschr. 
f. phys. Chem. 21. — Suiffet, Amer. Journ. of physiol. 3. — Thomas und 


Delthougne, zitiert nach Wegelin. — Tritschkoff, Inaug.-Diss. Miinchén 1927. 
— Veil und Sturm, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 147. Witt, Inaug.-Diss. 
Greifswald 1905. — Wottschall, Zeitschr. f. exper. Med. 54. Bisher er- 


schienene Mitteilungen dieser Veréffentlichungsreihe (I—XXIII): diese 


Zeitschr. 170, 265, 277, 300, 1926; 178, 161, 1926; 180, 300, 307, 313, 334, 
1927; 182, 291, 1927; 185, 405, 1927; 187, 159, 1927; 193, 356, 360, 364, 
1928; 195, 228, 233, 1928; 200, 258, 1928; 207, 332, 1929; 213, 1, 1929; 


18, 1929; 32, 1929. 





i 








| 


NE TR NBR Se eR RI A 





— 


Die Peroxydasereaktion im Verlaut der alkoholischen Girung 
und die Natur ihres Triagers, 
Ein Beitrag zur Frage der ,,Hefeperoxydase*. 


Von 


Gertrud Woker und Elsa Blum-Sapas. 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie 
der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 5. November 1929.) 


Vor 15 Jahren hat die eine von uns! iiber Peroxydasereaktionen 
berichtet, welche der Formaldehyd und Acetaldehyd im Gegensatz 
zu Oxyaldehyden der Fettreihe (wie dem Traubenzucker) und der 
aromatischen Reihe (z. B. Salicyl—Protocatechu—Veratrumaldehyd, 
Vanillin, Methylvanillin, o-Nitrovanillin, Piperonal) zu geben vermégen, 
wobei hauptsachlich die Benzidinreaktion als Kriterium diente. 


Auch verschiedene andere Peroxydasereaktionen, so (beim Form- 
aldehyd) die Guajakterpentinreaktion, die Zersetzung von Jodkalium, 
die Entfairbung von Indigolésungen, die Indophenolreaktion (an dem z. B. 
fiir den Peroxydasenachweis der rohen Milch in Anwendung kommenden 
p-Phenylendiamin-Guajakolgemisch) ergaben positive Resultate, wahrend 
diejenigen Reaktionen (Phenole, wie Pyrogallol, allein) aus begreiflichen 
Griinden versagten, bei denen der Formaldehyd mit dem Reagens rasch 
unter Bildung eines Kondensationsprodukts verbraucht und damit einer 
langsamer verlaufenden Peroxydasereaktion entzogen wird. Bedeutete 
dies auch keinen prinzipiellen Unterschied zwischen der peroxydierenden 
Wirkung einfacher Aldehyde der Fettreihe und derjenigen natiirlicher 
Peroxydasen, dies um so weniger, als die Fahigkeit zur Purpurogallin- 
bildung auch bei den Peroxydasen natiirlicher Herkunft sehr verschieden 
entwickelt und z. B. beim peroxydierenden Prinzip der rohen Milch nur 
in éuBerst geringem Mabe vorhanden ist, so erschien nichtsdestoweniger 
das inzwischen von Bertha Ldtt? durchgefiihrte genaue Studium eine: 
typischen, durch einen der genannten Aldehyde veranlaBten Peroxydase- 


1 Woker, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 1024, 1914; Zeitschr. f. allgem. 
Physiol. 16, 340, 1914; Arch. des sciences phys. et nat. 120, 410ff., 1915; 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 49, 2311, 1916. 

2 Bertha Ldatt, Inaug.-Diss. a. d. Inst. f. phys.-chem. Biol. d. Universitat 
Bern 1926; Fermentforschung 8, 364, 1925. 
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eaktion und ihr Vergleich mit der entsprechenden Reaktion bei natiir- 
lichen Peroxydasen ebenso geboten, wie eine Erweiterung des Kreises der 
Aldehyde, die als Peroxydasen zu imponieren vermdédgen. 

Die Peroxydasereaktion der Aldehyde schien fermenttheoretisch 
nicht weniger interessant, wie die von Wolff, de Stoecklin, Willstdtter, 
Baudisch, Madeiung und in den letzten Jahren von Warburg studierte 
Peroxydasewirkung bestimmter Eisenverbindungen. Denn Aldehyde 
diirften im Haushalt der Zelle von nicht minder ubiquitarer Verbreitung 
sein wie das Eisen, wenn auch vielleicht nicht praformiert, so doch 
als Durchgangsprodukte. 

Vor allem schalt sich aus der Fiille grundlegender Arbeiten Newbergs 
und seiner Mitarbeiter immer und immer wieder die zentrale Stellung 
des Acetaldehyds heraus, seine fundamentale Rolle als Kreuzungs- 
punkt des EiweiB- und Kohlehydratstoffwechsels. Es stellt sich daher 
die ganz selbstverstandliche Frage: Wie weit sind Peroxydasereaktionen 
der gewéhnlichen Materien, an welchen solche beschrieben worden 
sind, auf aldehydische Produkte des intermediiren Kohlehydrat- oder 
Eiweiistoffwechsels zuriickzufiihren. So konnte die starke Vermehrung 
der Peroxydasereaktion wahrend der Keimung, die O. Begemann! und 
spater zahlreiche andere Autoren feststellen konnten, méglicherweise 
in der Mobilisierung des EiweiSstoffwechsels und der Bildung von 
Aldehyden aus dem Gemisch der frei werdenden Aminosauren ihren 
Grund besitzen?. Was den EiweiSstoffwechsel betrifft, so hat schon 
Bach* ungeachtet dessen, daB er urspriinglich die Annahme der 
einen von uns, daB Aldehyde als Peroxydasen zu fungieren ver- 
mégen, bestritten hat‘, selbst auf die Ersetzbarkeit der Wirkung 
verschiedener Fermente durch Aldehyde hingewiesen, die sich nach der 
Streckerschen Reaktion durch Einwirkung von bestimmten Keto- 
verbindungen auf die a-Aminosauren der fermentativen Abbaugemische 
bilden kénnen. In diesem Zusammenhang ist nun folgendes von gréBter 
Wichtigkeit. Wahrend Alloxan (Strecker) nicht in der Natur auftritt, 
haben Newberg und Maria Kobel® vor einiger Zeit gefunden, dab Methyl- 
glyoxal, das unzweifelhafte primaire Abbauprodukt der Kohlehydrate 
im Stoffwechsel, die desaminierende Entstehung von Aldehyden aus 


1 Begemann, Inaug.-Diss. d. Universitat Bern (Labor. f. phys.-chem. 
Biol.) 1914, 8. 144 bis 147; Pfliigers Arch. 1915. 

2 Daran ware insbesondere dann zu denken, wenn wie im Falle des 
Coferments (Neuberg und Harden) durch die Mischung einer gréberen Zahl 
von Aldehyden, die der aus dem Gemisch natiirlicher Aminoséuren 
hervorgehenden entspricht, eine erhebliche Verstarkung der Peroxydase- 
reaktionen der Aldehyde erzielt werden kénnte. 

3 Bach, Sbarsky und Nikolajew, diese Zeitschr. 185, 32, 1923. 

* Derselbe, Arch. d. sciences phys. et nat. (4) 39, Januar 1915. 

5 C, Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927. 
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allen Aminosduren veranlaBt. Nachdem jetzt von Newberg und Mari: 
Kobel! das Methylglyoxal bei den allerverschiedensten Zuckerspaltunge:, 
mit einer ungemein einfachen Methodik oft zu 100°, der theoretische:, 


Moglichkeit gefaBt ist, eréffnen sich hier ganz neue Zusammenhang: 


Nach dem genannten Reaktionsschema wiirden sich aus Glykoko! 
Formaldehyd, aus Alanin Acetaldehyd, aus a-Aminobuttersaure Propy| 
aldehyd, aus a-Aminovaleriansaure Butylaldehyd bilden, fiir welcl: 


Aldehyde Laétt (l.c. 8.416), die auf Veranlassung der einen von un- 
zahlreiche Aldehyde der Fettreihe auf ihre Peroxydasereaktion aim 


p-Phenylendiamin—-Wasserstoffperoxydsystem priifte, positive Reaktic: 
noch in folgenden Konzentrationen gefunden hat: 


Perma. SOR SL SO. -o Biggees VO” 
bee 5 eS ae 
peopyemey es cw ess Bee 
n-Butylaldehyd. ...... + « ";geeece 


(Im Gegensatz zum Isobutylaldehyd, der sich, wie die aromatische 
Oxyaldehyde unter Bildung von Schiffscher Base mit den N H,-Gruppe 
des p-Phenylendiamins kondensiert.) 


AuBerdem zeigten folgende Glieder dieser Aldehydreihe positive 


Reaktion : 


IME oo, x xe oe he Oe 
ae a ae, | 
NINE 1.0 go. far eine se! 8 sencee 


Von den genannten Aldehyden zeigten unter den Versuchs. 
bedingungen Propyl- und Butylaldehyd die intensivsten, tagelang 
haltbaren Peroxydasereaktionen?, wahrend der Acetaldehyd, der offen. 
bar infolge Autoxydation etwas Peroxyd gebildet hatte. auBer der 
Peroxydase- in konzentrierter Lésung auch noch schwache Direkt- 
oxydasewirkung zeigte, eine Wirkung. die auch wir bei unseren Ver 
suchen feststellen konnten. 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 207, 232. 
1928; 210, 466, 1929; 216, 216, 1929; C. Newberg und M. Scheuer, Wexz- 
scheider-Festschr. 1929; Marthe Vogt, diese Zeitschr. 211, 17, 1929; 
C. Pi-Suner-Bayo, ebendaselbst 213, 489, 1929. 

* Bezogen auf 1 ccm der zugesetzten Aldehydlésung. Die Zahl ist bei 
den Versuchen von Lat mit 6 zu multiplizieren, da sie jeweils 1 cem de 
wasserigen Aldehydlésung mit 0,l5cem 1,5°%igem Wasserstoffperoxy 
und 5cem p-Phenylendiamin in m/100 wasseriger Lésung versetzte. 

2 Fiir Versuche durch Mischung mit anderen Aldehyden (vgl. Fuli- 
note 2 vorige Seite) und sonstigen Begleitkérpern eime auch quantitatin 
den natiirlichen Peroxydasen analoge Wirkung zu erzielen, waren daher diese 
Aldehyde besonders geeignet. 
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Der Kreis der Aldehyde, die imstande sind, Peroxydasewirkungen zu 
veben, ist dann inzwischen auch durch eine Arbeit von Gallagher’ aut 
Onanthaldehyd und Valeraldehyd ausgedehnt worden. Doch fiigt jener 
\utor folgende merkwiirdige Erlauterung im Wortlaut des Referats im 
Chemischen Centralblatt hinzu: ,,...die Peroxydasewirkung beruht nicht 
auf dem Aldehyd selbst oder einer Verbindung desselben mit Wasserstoff- 
peroxyd?, sondem auf einer ziemlich unbekannten Klasse von Peroxyden, 
len Ozoniden*. Die Peroxydaseaktivitaét ist zwar im allgemeinen mit 
aliphatischen Aldehyden verbunden, aber nicht eime Eigenschaft des 
reinen Aldehyds, sondern einer Substanz von Oxydnatur, die durch 
lie Einwirkung des atmospharischen Sauerstoffs gebildet wird und 
dem durch Ozonwirkung gebildeten Monoperoxyd analog zu sein 
scheint.“ 

Von unserer Seite ist niemals bestritten worden, dab es Aldehyde 
gibt, die schon durch Autoxydation, also durch blobe Wirkung des Sauer- 
stoffs der Luft, ein Peroxyd zu bilden vermégen. Vielmehr hat die eine 
von uns auBer dem, was B. Latt, wie soeben ausgefiihrt wurde, tiber 
den Acetaldehyd angegeben hat — im AnschluB an die Ausfithrungen 
iiber Peroxydasereaktionen des Formaldehyds und Acetaldehyds itiber 
das Verhalten des Benzaidehyds in dieser Hinsicht folgendes ge 
schrieben *: 

»Der Benzaldehyd gibt nur nach mehrmaliger Fraktionierung® in 
Gegenwart von Wasserstoffperoxyd eine schéne Blaufarbung. Gestandener 
3enzaldehyd gibt dagegen infolge seines Gehalts an Peroxyden schon fiir 
sich allein eine Blauung des Benzidins, er zeigt also in diesem Zustande 
die Reaktionen der ,,Direktoxydase’, die ohne die Gegenwart von Wasser- 
stoffperoxyd, ozonisiertem Terpeutiné] usw. Sauerstoffiibertragung ver- 
anlaBbt. Zusatz von Wasserstoffperoxyd wirkt hier, wohl infolge der raschen 
vegenseitigen Umsetzung der beiden Peroxyde, im Gegent¢il zerstérend.** 
Wie das Beispiel des Formaldehyds zeigt, gibt es aber zweifellos auch 
Aldehyde, bei denen sich unter dem EinfluB des Sauerstoffs kein 
Peroxyd, oder jedenfalls nicht die erforderliche Minimalkonzentration 
von diesem letzteren zu bilden vermag, um Direktoxydasewirkungen 
zu geben. Das Fehlen dieser letzteren kann geradezu als Kriterium 
fiir den mangelnden Peroxydgehalt betrachtet werden, gleichgiiltig, ob 
dieser Peroxydgehalt durch Autoxydation des Aldehyds oder einer 
ihm anhaftenden Verunreinigung mit einem der autoxydablen Stoffe, 
die Gallagher® als Peroxydquelle angenommen hat, veranlabt ist, gleich- 
giiltig auch, wie im einzelnen Falle die Konstitution dieses Peroxyds 
beschaffen sei. 


Wahrscheinlich noch wichtiger und auf alle Falle abgeklarter als 
die Beziehung der Aldehyde zum Eiweibstoffwechsel ist diejenige zum 


1 Gallagher, Biochem. Journ. 18, 29, 1924. 

2 Woker, Ber. 47, 1024. 

3 Vgl. Harries und Langheld, Liebigs Ann. 343, 352. 

* Woker, Ber. 47, 1028, 1914. 

5 Eine aldehydfremde Verunreinigung, die die Peroxydasemodell- 
eigenschaften der Aldehydgruppe bedingen wiirde, miiBte also genau dieselbe 
Siedetemperatur besitzen wie der Benzaldehyd, was unwahrscheinlich ist. 

* Gallagher, Biochem. Journ. 17, 515, 1923; 18, 29, 1924. 
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Kohlehydratstoffwechsel, die sowohl in der von Newberg! und seine _— 
Schule erkannten stimulierenden bzw. kofermentativen Rolle de: ents 
Aldehyde im allgemeinen begriindet ist, wie fiir den Acetaldehyd im 
besonderen in seiner Eigenschaft als Zwischenprodukt. Vor allem 
war es die Vergarung des Traubenzuckers durch Hefe, die durch Neubergs 
und seiner Mitarbeiter meisterhafte Festlegungen des Acetaldehyds 
als Zwischenprodukt der alkoholischen Garung und vieler andere: 
Zellreaktionen zur naheren Priifung der Frage anregte: Kann dieses 
aldehydische Zwischenprodukt Peroxydasewirkungen in vergirenden 


Zuckerlésungen bedingen? War dies der Fall, so kénnte bei der ubi- trav 
quitaren Verbreitung des Traubenzuckers sowie der in Gegenwart de1 vere 
Carboxylase Neubergs in Aldehyde zerfallenden a-Ketosaiuren (von tolg 
denen wir mit positivem Resultat auf Peroxydasewirkungen wahrend de: a 
Garung die Brenztraubensaure priiften®) in pflanzlichen und tierischen fiiht 
Saften und Geweben geschlossen werden, daB irgendwelches tierische Gly 
und pflanzliche Material in diesen Garprozessen eine stiindige Quelle von 
seiner Peroxydasewirkungen besitzt. Fiir die alkoholische Girung Bre 
selbst erschien ferner als mégliches praktisches Resultat eine einfache 7 
Kontrollmethode des Giarverlaufs auf Grund des Ausfalls der in irgerd- 
einem Moment der Garung bestehenden Peroxydasereaktionen des bet 
Acetaldehyds. Auch stellte diese Farbenreaktion an sich eine neue vie 
Méglichkeit, den Acetaldehyd abzufangen, dar, wenigstens unter der uae 
Voraussetzung der einen von uns, daB die Peroxydasewirkung auf gly 
der Bildung eines sekundéren Peroxyds im Sinne Bachs* und Enalers* = 
durch Addition von Wasserstoffsuperoxyd an den Aldehyd beruhe _ 
Durch die Bindung des Acetaldehyds an Wasserstoffperoxyd wiirde 
demselben die Méglichkeit genommen, mit dem Methylglyoxal unte: 
Bildung von Alkohol zu reagieren. Von den vier Wegen, die der Dismutation 
des Methylglyoxals offenstehen: der direkt zum Alkohol fiihrenden ge- ges 
mischten Dismutation des Methylglyoxals mit Acetaldehyd (Neuberg), die sick 
durch die Abfangung des Acetaldehyds gesperrt wird, und den drei méglichen dia 
Fillen der Dismutation von Methylglyoxal allein: a) durch innere Dis- Get 
mutation eines Methylglyoxalmolekiils unter Bildung von Milchséure, abs 
b) durch Dismutation zweier Molekiile Methylglyoxal J. unter Bildung ver 
von Brenztraubenséiure + Milchsiurealdehyd, 2. unter Bildung von Brenz- hie 
traubenséure + Brenztraubenalkohol diirfte die letztere Médglichkeit bei der 
Ausfall der raschen direkten Reaktion des Methylglyoxals mit Acetaldehyd der 
begiinstigt sein, weil dem Brenztraubenalkohol durch seine Tautomeri- Int 
1 Neuberg, Sitzungsber. d. preuBischen Akad. d. Wiss. 28, 145, 1918; ro 
diese Zeitschr. 101, 20, 239, 276, 1919; Neuberg und Marta Sandberg, ae 
ebendaselbst 109, 290, 1920. oul 
* Veréffentlichung der einschligigen Versuche erfolgt demnachst in yer 


dieser Zeitschr. 
3 Bach, C.r. 124, 951, 1897. 
* Engler und Wild, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 30, 1669, 1897. 
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sierung und Hydratisierung! die Umwandlung zu Glycerin offen steht, 
entsprechend den Reaktionsgleichungen des Neubergschen Garungsschemas : 


CH,—CO—CH,OH CH,=C(OH)—CH,—OH 
Brenztraubenalkohol —>» tautomerer Brenztraubenalkohol 


CH,=C(OH)—CH,—OH + H.OH = CH,—CH—CH, 


OH OH OH 
tautomerer Brenztraubenalkohol —> Glycerin. 


Durch Entfernung des hemmenden Endprodukts auf der zum Brenz- 
traubenalkohol fithrenden Reaktionsbahn mu dessen Nachlieferung 
veranlaBt und der zur Glycerinbildung ftihrende DismutationsprozeB 
folglich dem ganzen System aufgezwungen werden. Wie diese Garungs- 
abwandlung vom Methylglyoxal zum Glycerin und damit also von einem 
Zwischenprodukt des Kohlehydratab- und -aufbaus zu einer Fettkomponente 
fiihrt, so 6ffnet die reversible Reaktion, also die Dehydratisierung des 
Glycerins zum tautomeren Brenztraubenalkohol umgekehrt einen Weg 
von den Fetten zu den Kohlehydraten, da der aeroben Uberfiihrung des 
Brenztraubenalkohols in Methylglyoxal als dem Ausgangspunkt der Fructose- 
diphosphat- und Glykogensynthese nichts im Wege stehen diirfte. 

Im allgemeinen wird Milchsaure als Ausgangspunkt der Resynthese 
betrachtet. Bei dem stabilen Charakter der Milchsaure diirfte es jedoch 
viel wahrscheinlicher sein, dai} auch dort, wo Milchsiéiure als Ausgangs- 
material feststeht, zunachst die der Bildung der Milchséure aus Methyl- 
glyoxal infolge innerer Dismutation entsprechende Gegenreaktion 
zum Methylglyoxal fiihrt, was auch Neuberg und Gorr? sowie Neuberg 
und Kobel® betont haben. 


Experimenteller Teil. 


Die mit 15g Prebhefe + 200cem 10%iger Traubenzuckerlésung an- 
gesetzten Gargemische ergaben zunéchst keinen Anhaltspunkt dafiir, daB 
sich nach Versetzen der Proben mit Wasserstoffsuperoxyd + p-Phenylen- 
diamin eine der zweiten Géarungsgleichung entsprechende Reaktion im 
Gefolge der Festlegung des Acetaldehyds mittels Wasserstoffsuperoxyd 
abspielt. Im Vergleich mit den in gleicher Weise angesetzten Kontroll- 
versuchen aus Gemischen, die 15g Prebhefe und 200 ccm Wasser ent- 
hielten, machte sich nur eine sehr heftige (Gasentwicklung bemerkbar, 
deren Ursache sowohl in einer vermehrten Kohlenséurebildung (infolge 
der der Carboxylasewirkung analogen des Wasserstoffperoxyds auf das 
Intermediarprodukt Brenztraubenséure‘*), wie in der Sauerstoffentwicklung 


1 Als Katalysator dieser Hydratisierung kénnte das Succinicoxydon 
fungieren, das Battelli und Lina Stern unter anderem im Extrakt der Muskeln 
fanden, das aber ziemlich ubiquitére Verbreitung haben diirfte, und das 
sich kaum auf die Dehydrierung der Bernsteinsiure zu Fumarséure und 
deren Hydratisierung zu Apfelséure beschrinken JaBt. 

2 C. Neuberg und G. Gorr, Ergebn. d. Physiol. 24, 194, 1925. 

3 C. Neuberg und M. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 38, 761, 1925. 

* Hollemann, Rec. trav. chim. Phys. Bas 28, 169, 1904. 
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nise! rechenden Hefesuspension allein bei der Peroxydasereaktion (p-Phenylendiamin). 

‘ecm Brugjfer (stiidtisches Leitungswasser) wurden in einem Erlenmeyerkolben von 1 Liter sich selbst bei 
mer Assen. 

phe te ‘BPvenwasser (gleich wie bei a behandelt). 

ches -Wassersuspension in Dinatriumphosphatlésung siehe S. 248 und 249. 
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chenden Hefesuspension allein bei der Peroxydasereaktion (p-Phenylendiamin 


hatlisung (s. 8.248) + 100cem Brunnenwasser. b) Hefesuspension allein: 20g Traubenzucker 
einem Erlenmeyerkolben von !/, Liter Inhalt sich selbst bei Zimmertemperatur tiberlassen 
fewassersuspension in Dinatriumphosphatlésung. s. 8.248 und 249 
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Tabelle III. 


Peroxydasereaktion von Hirycimist 








Alter 
des 
Ge- 

misches 


1 Stunde 0 Stunden 


24 Stunden 


nreaktion 






Charakterisierung der Far 


1 bis 15 Min. 


+ Zucker + Zucker 








Farbenreaktion : 


15 bis 30 Min. 


Verhalten der Farbenreakt 7 en E 


1 bis 2 Std. 6 bis 7 st < 23 S8t 
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Zusammensetzung, Beschickung und Verhalten von 


Hefe-Zuckergemisch 1] 


Zusammensetzung : 


a) Hefe-Zuckergemisch : 
b) Hefesuspension allein : 


20g Traubenzucker + 15 g Prefhef« 
20g Traubenzucker + 15g Prefbhef: 


a und b wurden in je einem Erlenmeyerk 


Beschickung der absteigenden Verdiinnungsreihen des Garg: 


henden 
natriump 
utriump 
Inhalt s 
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henden Hefesuspension allein bei der 


natriumphosphatlisung (siehe S. 248 und 249) + 100 cem Brunnenwasser. 


‘iriumphosphatlisung (siehe S. 248 und 249) + 100 cem Brunnenwasser 


Inhalt sich selbst bei Zimmertemperatur iiberlassen 


Hefewassersuspension in Brunnenwasser siehe S. 248 und 249 


Peroxydasereaktion (p-Phenylendiamin) 
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durch die Hefekatalase bestehen konnte. Ein Vorversuch zur ersten 
Orientierung iiber den Anteil der beiden erwéhnten Prozesse an de: 
Gasentwicklung ergab folgendes Resultat : 

Ein Einhornsches Garungsréhrchen wurde mit einem Gemisch von 
5cem des erwéihnten, mit PreBhefe und 10°%iger Traubenzuckerlésuny 
angesetzten Géargemisches plus 5cem_ 1° ,igem Wasserstoffsuperoxyi 
versetzt, ein zweites mit 5cem einer gleichviel Hefe enthaltenden Auf 
schwemmung, die statt der Zuckerlésung Brunnenwasser enthielt, plus 
5cem 1° ,iges Wasserstoffsuperoxyd. Nachdem sich infolge der anfanglich 
in beiden Glaschen sehr stiirmisch verlaufenden Gasentwicklung Gas bis 
zu der 1% Traubenzucker entsprechenden Marke der Géarungsréhrchen 
angesammelt hatte, wurde zu beiden Garungsréhrchen bis zur Sattigung 
Kaliumhydroxyd in Pastillen zugesetzt. Infolge dieses Zusatzes stieg bei 
dem das Gérungsgemisch enthaltenden Réhrchen, in dem die Bildung 
eines gelben Farbstoffs (Moore-Hellersche Reaktion) stattfand, die Fliissig- 
keit um ?/,;),cem zurtick. Nur dieser Anteil war also unter den Versuchs- 
bedingungen auf Rechnung der gebildeten, durch Kalilauge zur Absorption 
gebrachten Kohlensaéure zu setzen. Bei den Kontrollglaschen ohne Trauben- 
zucker blieb das Gasvolumen natiirlich durch den Kalilaugezusatz un- 
verandert. In beide Réhrchen wurde nunmehr Pyrogallol eingetragen und 
die Miindung der Garréhrchen verkorkt. Daraufhin ging in beiden Réhrchen 
das Gasvolumen, entsprechend der Absorption des Sauerstoffs, allmahlic! 
bis auf einen hier wie dort die Kuppe erfiillenden Rest zuriick, so daB also 
die Gasentwicklung auch in Gegenwart von Traubenzucker stark iiber- 
wiegend durch die Hefekatalase bedingt war. Doch ist anzunehmen, dal 
sich der jeweilige Anteil an Garungskohlensiure und an Sauerstoff bei der 
Einwirkung von Wasserstoffperoxyd im Verlauf der Garung verschiebt 
und daB auch auBere Faktoren, die einen herabsetzenden EinfluB8 auf die 
Katalasewirkung oder einen anregenden EinfluB auf die Brenztrauben- 
siurespaltung (Verminderung der Wasserstoffperoxydkonzentration) aus- 
iiben, das Verhaltnis mehr oder weniger zugunsten der Garungskohlensaure 
verschieben, die sich im Verlauf der beiden Simultanreaktionen um so 
mehr zu behaupten vermag, je lansamer die Wasserstoffperoxydzersetzung 
erfolgt. 

Um auf eine Peroxydasewirkung zu priifen, die unter den angegebenen 
Bedingungen weder bei den Hefeversuchen allein, noch bei den Versuchen 
mit Gaérungsarbeit verrichtende: Hefe festgestellt werden konnte, wurden 
Vorversuche unter méglichst variierenden Bedingungen an Gemischen 
mit Mono- und Dinatriumphosphatlésungen angestellt. Dieselben fiihrten 
zu dem Ergebnis, da®8 sich in alkalischer Phosphatlésung Peroxydase- 
wirkungen zeigten. 


Versuche. 


Es wurde in den Versuchen I und II je eine Serie von Glaschen mit 
5cem einer alkalischen Dinatriumphosphatlésung, die in 100 cem Wasser 
0,1 g auf Phosphorpentoxyd berechnetes Phosphat enthielt, beschickt. 
In das erste der phosphatbeschickten Gliaschen jeder Serie und auBerdem 
in je ein leeres, in den Tabellen als 0 bezeichnetes Glischen wurden 5 cem 
des betreffenden Gargemisthes eingetragen, griindlich durchgemischt und 
5cem der Mischung in das naéchste, mit Dinatriumphosphatlésung be- 
schickte Glaschen verbracht usf., so daB also jedes Glaschen die Halfte 
des Gargemisches wie das vorausgegangene enthielt. Ein Kontrollglaischen 
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in jeder Serie erhielt iberhaupt keinen Hefezusatz7, um eine Taéuschung 
durch die Oxydation des p-Phenylendiamin-Wasserstoffperoxydgemisches 
allen zu vermeiden. Die Farbung der Kontrolle entwickelte sich jeweils 
erst im Verlauf einiger Stunden. Bei linger gestandenen Versuchen wurde 
nur dort eine Farbenreaktion registriert, wo sie deutlich stairker aus- 
vesprochen war, als bei der Kontrolle. Hierauf erhielten simtliche Glaschen 
beider Serien einen Zusatz von je 5ccem eines Gemisches von 90 ccm n/100 
p-Phenylendiaminlésung und 10 ccm 1°%igem Wasserstoffperoxyd. In 
gleicher Weise wurde zu Gargemisch I und II eine Parallelserie mit einer 
Aufschwemmung von Hefe uad Wasser allein beschickt. 

Versuch III unterschied sich in der Beschickung dadurch von I und II, 
daB das Gargemisch und die entsprechende Hefesuspension nicht in 
Dinatriumphosphatlésung, sondern in Brunnenwasser tibertragen wurden. 

Die Beschickung wurde in allen Fallen einmal sofort (0 Stunden) nach 
Herstellung des Hefezuckergemisches, wie der entsprechenden Hefe-Wasser- 
aufschwemmung vorgenommen und hierauf an denselben Mischungen 
nach bestimmten Zeitabstinden wiederholt. Die Zeitabstiinde finden sich 
in der Rubrik ,,Alter des Gemisches“ in den beifolgenden Tabellen an- 
gegeben. 

Die Verfolgung der Peroxydasereaktion wurde nach dem zeitlichen 
Eintritt, der Entwicklung, der Grenze!, dem Maximum, sowie der Intensitit 
und Nuance der Farbung anfangs kontinuierlich, in der Folge nach be- 
stimmten Zeiten beobachtet. Die Ergebnisse sind in den vorstehenden 
Tabellen 1, If und II] dementsprechend eingetragen. 


Diskussion der Versuchsresultate. 

So verschieden die Milieubedingungen sind, unter denen die in 
den drei Tabellen wiedergegebenen Versuchsserien angestellt worden 
sind, so lassen doch alle drei folgendes erkennen : 

Der Eintritt der ‘oxydativen Verfairbung des p-Phenylendiamin- 
Wasserstoffperoxydsystems tritt im allgemeinen wesentlich friither ein 
(nach 5 Minuten) und die Entwicklung der Farbung findet rascher 
statt beim Girgemisch als beim Hefe-Wassergemisch (nach 15. bis 
20 Minuten). Eine Ausnahme hiervon bilden nur die in Tabelle II 
wiedergegebenen Versuche an der Hefesuspension allein, bei der nach 
24stiindigem und lingerem Stehen nach 5 bis 10 Minuten schon eine 
positive Reaktion zu konstatieren war. Dies diirfte daher riihren, dab 
in dieser Versuchsserie der Gehalt an dem die Oxydation des p-Phenylen- 
diamin -Wasserstoffperoxydsystems begiinstigenden alkalischen  Di- 
natriumphosphat am héchsten war, wodurch auch eine an sich schwacher 
wirksame Lésung einen starkeren Oxydationseffekt auszuiiben ver- 
mochte. 


1 Bei langerem Stehen der Glaischen reichte die angewandte Zahl von 
Verdiinnungen meist nicht aus, um die tatsachliche Grenze der Farben- 
reaktion zu erfassen. Es zeigt dies, wie wichtig es wire, bei der Angabe 
der Empfindlichkeitsgrenze von Farbenreaktionen das zeitliche Moment 
zu beriicksichtigen. 
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Die Peroxydasereaktion der Hefe allein, die offenbar wegen ihres 
spiten Eintritts meistens iibersehen worden ist!, betrachten wir als 
etwas der Peroxydasereaktion des giirenden Hefe-Zuckergemische: 
prinzipiell Gleichartiges, d.h. wir betrachten als ihren Trager den 
durch Selbstgarung des Hefeglykogens und eventuell des Hefegummis 
gebildeten und durch das dinatriumphosphathaltige Wasserstoft 
peroxyd-p-Phenylendiaminsystem festgelegten Acetaldehyd. Der Unter- 
schied ist also lediglich ein quantitativer, der auf der ganzen Linie 
fiir die starken Differenzen der Farbenreaktion verantwortlich gemacht 
werden kann, die in bezug auf Eintritt, Maximum, Weiteroxydaticn 
und Grenze der Farbung beim giirenden Hefe-Zucker- und beim Hefe 
Wassergemisch zur Beobachtung kamen. 

Harden und Zilva® haben positive Peroxydasereaktionen an 
allen von ihnen untersuchten Hefen- und Hefepriparaten mittels 
p-Phenylendiamin und Wasserstoffperoxyd festgestellt. Doch hat 
Bach® die Beweiskraft dieser Versuche bestritten, indem er die 
Bildung des violetten Farbstoffs aus p-Phenylendiamin + H,O, auf 
Saiurewirkung zuriickfiihrt. Da wir in schwach alkalischer Lésung 
gearbeitet haben, bzw. nur in Dinatriumphosphatlésung positive 
Resultate erhielten, so kann in unserem Falle eine Saurewirkung sicher- 
lich nicht in Frage kommen. Ob sich ein violettes Oxydationsprodukt 
oder ein braunes bildet, also ein Merichinoid oder das p-Phenylen- 
diimin (Holochinoid) oder die Bandrowskische Basen 

NH, NH, 
| | 
‘\—N= N— 


zZ—< 


Hy NH, 
hingt von den besonderen Oxydationsbedingungen (Geschwindigkeit 
des Oxydationsverlaufs, Sauerstoffzutritt, Versuchsdauer, Begleit- 
kérper usf.) ab, ohne daB es sich bei den verschiedenen Farbungen 
um den Ausdruck einer prinzipiellen Ungleichartigkeit handelt. Dies 
zeigt auch der Ubergang der violett gefarbten Reaktionsgemische in 
Braun beim Stehen derselben und der nicht seltene Farbwechsel im 
oberen, dem Luftzutritt besser zuganglichen Teil der Versuchsglaschen 
(s. die Tabellen). 

Was die Weiteroxydation des gebildeten Farbstoffs — als Ma6 fiir 
die Intensitat des oxydierenden Prinzips — betrifft, so ist sie fast durch- 


1 Schénbein, Miinch. Akad. Ber. 2, 100, 1863. 
2 Biochem. Journ. 8, 217, 1914. 
% Fermentforschung 1, 197, 1915. 
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weg nur beim Hefe-Zuckergemisch deutlich, indem sie bei diesem zu einer 
Abschwachung der Farbe in denjenigen Glaschen fiihrt, die zuerst 
reagiert haben, wahrend im spateren Verlauf der Reaktion immer 
héhere Verdiinnungen bis zu einem von Fall zu Fall variierenden Grenz- 
wert das Farbenmaximum zeigen. 

Es ergibt sich also aus diesem Verhalten das beim Stehen aller 
Glaschenserien beobachtete sehr charakteristische Bild eines mit der 
Zeit nach der Richtung der héheren Verdiinnungen wandernden 
Maximums beim Gdargemisch gegeniiber der auffallenden Konstanz 
und eventuell der geringgradigen Verschiebung nach der héheren 
Konzentration bei der Hefe-Wassersuspension, so lange es sich nicht 
um den Vergleich zwischen véllig ausgegorenen Hefe-Zucker- und Hefe- 
Wassergemischen handelt, welche im folgenden noch besonders_be- 
sprochen werden. AuBer dem an sich weit héheren Acetaldehydgehalt 
bei denjenigen Versuchen, bei denen Zucker hinzugefiigt war, gegen- 
iiber den Hefeversuchen allein, bei denen nur der durch Selbstgirung 
entstandene Acetaldehyd in Frage kommt, ist noch mit einem Weiter- 
schreiten der Garung — wenn auch unter gewissen Modifikationen — 
in Gegenwart des Wasserstoffperoxyd-p-Phenylendiaminsystems — 
also nach Beschickung der Versuchsglaschen — zu rechnen. Das be- 
deutet aber in den garenden Lésungen eine bestandige Nachlieferung 
des Acetaldehyds und damit des peroxydierenden Prinzips. Wahrend 
bei der Hefe allein, mindestens im Laufe der ersten 24 Stunden, nichts 
Neues hinzutritt, so da die durch den eigenen Kohlehydratgehalt 
bestimmte Acetaldebydquantitat und damit die Intensitaét der Per- 
oxydasereaktion einen konstanten Charakter trigt. weist das Ver- 
halten der Hefe +- Zuckerlésung im Garungsstadium in bezug auf die 
Farbenaktivitat der p-Phenylendiamin-Wasserstoffperoxydreaktion alle 
Kriterien einer zunehmenden Verstarkung auf. 

Es ist zu erwarten, daB das angefiihrte Verhalten eine grundlegende 
Umgestaltung erfahrt, sobald die Hefe-Zuckergemische ausgegoren 
sind. Von diesem Moment an sistiert nicht nur die Nachlieferung des 
peroxydierenden Prinzips, sondern es verarmen die Gemische mehr und 
mehr infolge Verdunstens und vielleicht auch anderweitiger Ver- 
anderungen, an dem Trager der Farbenaktivitaét, dem Acetaldehyd. 
Gleichzeitig schiitzt der in den Gargemischen gebildete Alkohol die 
Hefe vor Zersetzung und schlieBt damit bis zum Verdunsten des anti- 
septischen Alkohols Umsetzungen der Hefe aus, die zu aliphatischen 
Aldehyden proteinogenen Ursprungs (aus Aminosiéuren) fiihren kénnen. 
Bei den Hefe-Wassergemischen fehlt dagegen das konservierende 
Antisepticum, folglich kénnen sich aus den autolytisch und durch 
Bakterienproteasen gebildeten Aminosiuren der Hefe, sowie aus den 
Bakterien Aldehyde nachbilden. Damit sind bis zu einem gewissen 
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Grade die Rollen zwischen dem urspriinglichen Hefe-Zucker- und dem 
Hefe-Wassergemisch vertauscht. Das letztere zeigt infolgedessen 
mehr oder weniger ausgepragt die Charakteristika, die vorher in bezug 
auf die Farbenaktivitét der garenden Zuckerlésung hervorgehoben 
worden sind, namentlich das fiir eine Nachlieferung des wirksamen 
Prinzips so bezeichnende, in der Richtung niedrigerer Hefekonzentra- 
tionen wandernde Maximum. Das alte Hefe-Zuckergemisch zeigt 
dagegen, wenn auch bei héherer Verdiinnung als die Hefe allein, das 
konstante Maximum, das die frischen Hefe-Wassergemische charak- 
terisiert. Sehr deutlich geht dieses Verhalten beispielsweise aus dem 
Vergleich der fiinftagigen Gemische hervor, die einerseits mit Hefe 
+ Zuckerlésung, andererseits mit Hefe -- Wasser angesetzt worden 
waren. Bei den letzteren zeigt das Maximum eine nach 6 Stunden 
besonders deutlich in die Erscheinung tretende Verschiebung in der 
Richtung absteigender Konzentrationen, wahrend das urspriingliche 
Hefe-Zuckergemisch, in dem zwar noch reichlich Acetaldehyd vor- 
handen ist, aber keine Nachlieferung mehr stattfindet, nach 48 Stunden 
noch dasselbe scharfe Maximum beim zweiten und dritten Glaschen 
der Reihe zeigt, wie nach 30 Minuten. Wahrend dieses Maximum 
noch demjenigen der Hefe allein nach der erwahnten Zeit zum mindesten 
nicht nachsteht, ist das Maximum bei den 16 Tage alten Gemischen 
bei der Hefe allein viel stirker ausgepragt als beim gleichaltrigen 
urspriinglichen Gargemisch. Da nach dieser Zeit auch bei diesem 
letzteren offenbar zur Aldehydbildung fiihrende Prozesse einsetzen, 
die denjenigen in den Hefe-Wassergemischen analog zu sein scheinen, 
zeigt die Beobachtung, daB von neuem ein Wandern des Maximums 
der Peroxydasereaktion beim Stehen der Gemische zu konstatieren ist. 

Bisweilen konnten bei den angefiihrten Versuchsserien auch zwei 
deutliche Maxima von verschiedener Farbe (violett und braun) beob- 
achtet werden, was mdglicherweis? durch die Gegenwart zweier ver- 
schiedener peroxydierender Prinzipe bedingt ist. 
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